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BANA, Fernanda Carla Henrique. Respostas metabolicas de Bifidobacterium lactis:
abordagens in vivo e in vitro. 2019. 141 f. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Microrganismos probioticos sdo reconhecidos como promotores da saude metabolica humana
devido a capacidade de modular a composicdo da microbiota intestinal e os metaboélitos
produzidos por esta. Considerando que muitos dos efeitos de probidticos sdo linhagem-
especificos, os estudos com uma espécie ou linhagem ndo podem ser extrapolados para outras.
Dessa forma, em virtude das informacdes escassas a respeito do metabolismo de
Bifidobacterium lactis HNO19, este trabalho objetivou avaliar o seu potencial como
microrganismo fermentador em leite e seu impacto sobre a microbiota fecal humana, bem como
avaliar o efeito do consumo de um leite contendo a linhagem sobre a impresséo digital
metabolica de um grupo de mulheres com sobrepeso. Um leite probidtico contendo B. lactis
HNO19 foi desenvolvido e sua viabilidade e producdo de &cidos foram monitorados durante a
fermentacdo e armazenamento refrigerado, assim como o impacto da producdo de acidos na
aceitacdo sensorial. As fermentacfes das linhagens HNO19 e Bbl2, isoladamente e em
combinacdo com fruto-oligossacarideo, foram avaliadas em um modelo de simulacdo intestinal
in vitro, para verificacdo dos efeitos das linhagens e simbioticos nos principais grupos
bacterianos da microbiota fecal humana e na producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC). Um estudo metabondmico foi realizado para avaliagdo do efeito da linhagem HNO19
sobre a assinatura digital metabodlica do plasma de 60 mulheres com sobrepeso, via
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio acoplada a anéalise
estatistica multivariada. As voluntarias foram randomizadas em dois grupos de intervencéo e,

durante 60 dias, o0 grupo probidtico (h=30) consumiu um leite contendo 9,6x1010 UFC/dose
(80 mL) da linhagem, enquanto o grupo placebo (n=30) consumiu um leite esterilizado sem a
linhagem probiotica. Amostras de plasma sanguineo das voluntérias foram coletadas na linha
de base (tempo 0) e no final do estudo (60° dia) para investigacédo de alteragdes na assinatura
digital metabolica apds a intervencdo. A partir do leite probidtico desenvolvido, foi observado,
via RMN quantitativa, que a linhagem HN019 produziu um alto teor de 4cido acético durante
a fermentacdo lactea. Adicionalmente, a linhagem exibiu a estabilidade requerida em leites
fermentados com alta contagem de células viaveis (acima de 9 Log UFC/mL) e baixa taxa de
pos-acidificacdo durante 30 dias de armazenamento refrigerado. Na avaliacdo sensorial 0s
julgadores preferiram o leite probidtico fermentado por oito horas, uma vez que apds 72 horas
0 sabor acético ja era perceptivel. A fermentacéo in vitro das linhagens HNO019 e B. lactis Bb12
nédo ocasionou uma mudanca significativa nos principais grupos bacterianos da microbiota fecal
humana ou na producdo de AGCC. No entanto, quando associadas a fruto-oligossacarideo, 0s
simbioticos resultantes provocaram modulagdes benéficas na microbiota, por meio do aumento
de bifidobactérias e produgdo de acetato e butirato. Modelos metabonémicos demonstraram,
por intermeédio da diferenciacdo das amostras entre a linha de base e o p6s-consumo, um efeito
do leite fermentado contendo a linhagem HNO19 sobre a assinatura digital metabdlica do
plasma de mulheres com sobrepeso. Todavia, um impacto similar foi observado apos o
consumo do leite esterilizado (placebo), o que sugere um efeito do veiculo do probidtico na
modulacdo metabdlica observada.

Palavras-chave: Fermentacdo. Metab6nomica. Probioticos. RMN. Simbioticos. Sobrepeso.
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and in vitro approaches. 2019. 141 p. Thesis (Doctoral Degree in Food Science) -
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ABSTRACT

Probiotic microorganisms are recognized as promoters of human metabolic health due to their
ability to modulate the composition of the intestinal microbiota and its metabolites. Since many
of the effects of probiotics are strain-specific, studies with a specific species or strain can not
be extended to others. Therefore, due to the scarce information about the metabolism of
Bifidobacterium lactis HN019, this work aimed to evaluate the potential of this microorganism
as a fermenting microorganism in milk and its impact on the human faecal microbiota, as well
as to evaluate the effect of the consumption of a milk containing the strain in the plasma
metabolic profile of a group of overweight women. A probiotic milk containing B.
lactis HNO19 was developed and its viability and acid production were monitored during
fermentation and cold storage, as well as the impact of acid production on sensory acceptance.
The fermentations of HNO19 and Bbl2 strains, isolated and in combination with
fructooligosaccharide, were evaluated in an intestinal simulation model, for investigation of the
effects of the strains and synbiotics in the major groups of the human faecal bacteria and in the
production of short-chain fatty acids (SCFA). A metabonomics study was performed to evaluate
the effect of HNO19 strain on plasma fingerprint of 60 overweight women, using high resolution

proton nuclear magnetic resonance spectroscopy (1H NMR) coupled with multivariate
statistical analysis. The volunteers were randomized into two intervention groups and, during

60 days, the probiotic group (n = 30) consumed a milk containing 9.6 x 1010 colony forming
units (CFU)/dose (80 mL) of HNO19 strain, whereas the placebo group (n=30) consumed a
sterilized milk without the probiotics. Blood plasma samples were collected at the baseline (day
0) and at the end of the study (day 60) to investigate changes in the metabolic profile after the
intervention. From the probiotic fermented milk developed, it was observed, via quantitative

1y NMR, that HNO19 strain produced a high content of acetic acid throughout fermentation.
Additionally, the strain showed the stability required in fermented milks with high viable cell
counts (above 9 log CFU/mL) and low activity of post-acidification during shelf life. In
sensorial evaluation, the panelists preferred the probiotic milk fermented for eight hours
because after 72 hours the acetic flavor was already perceptible. In vitro fermentation of HN019
and Bb12 strains did not cause significant changes in the major microbial groups of the human
faecal microbiota or in the production of SCFA. However, when associated with
fructooligosaccharide, the resulting synbiotics beneficially altered the metabolic profile of the
human faecal microbiota by means of higher levels of bifidobacteria combined with significant
increases in acetate and butyrate production. Metabonomics models showed a differentiation of
the samples between the baseline and the post-consumption and consequent effect of the
fermented milk containing HNO19 strain on the metabolic plasma profile of overweight women.
However, a similar impact was observed after consumption of the sterilized milk (placebo),
suggesting an effect of the delivering vehicle on the metabolic modulation observed, which was
independent of a concomitant consumption of probiotics.

Key words: Fermentation. Metabonomics. NMR. Overweight. Probiotics. Synbiotics.
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1 INTRODUCAO GERAL

E estimado que os microrganismos que habitam nossos corpos atingem
coletivamente mais de 30 trilhdes de células (3,8x10%), ou seja, células microbianas
representam o mesmo numero de células humanas (SENDER; FUCHS; MILO, 2016). A
maioria desses microrganismos residem no trato gastrointestinal (TGI) e sdo fundamentais para
influenciar a fisiologia e nutricdo humana, além de favorecer a homeostase do intestino
(KOPPEL; BALSKUS, 2016).

Por esse motivo, a microbiota intestinal tem sido reconhecida como o “ultimo
orgdo descoberto” do corpo humano ao demonstrar fungdes que variam desde auxilio na
digestdo e protecdo contra patdégenos até modulacdo do sistema imune e regulacdo do sistema
nervoso central do hospedeiro, além de outras contribui¢fes para o correto funcionamento do
organismo (XU; KNIGHT, 2015). Alteragdes na microbiota “normal” (disbiose) t€ém sido
relacionadas a doencas imunoldgicas e metabdlicas em humanos (SANZ; RASTMANESH,;
AGOSTONIC, 2013; DAHIYA et al., 2017).

A obesidade é reconhecida como a doenca responsavel por outras diversas
desordens metabolicas e quase atingiu o nivel de pandemia ao progredir rapidamente nos
ultimos anos. Entre muitos fatores plausiveis para o desenvolvimento da obesidade, o papel da
microbiota intestinal tem sido descrito como crucial. Diversos mecanismos pelos quais a
microbiota induz a obesidade ja foram relatados, em especial, a disbiose causa um desequilibrio
na homeostase energética que, em Ultima instancia, leva a obesidade (DAHIYA et al., 2017).

A microbiota intestinal tornou-se, dessa forma, um alvo de intervencao e foco
de pesquisas que correlacionam a saude metabdlica e a dieta. Embora seja possivel mudar a
composicao e o metabolismo das popula¢des microbianas, por meio de intervencdes dietéticas,
essa interacdo ainda ndo é totalmente compreendida devido a composicdo complexa da
microbiota intestinal em cada individuo (GIBSON et al., 2017; CHUNG et al., 2018). Nesse
cenario, a introducdo de probidticos, prebidticos e a combinacdo destes na alimentacéo, é
reconhecida como uma maneira eficaz de modular o microbioma com o intuito de melhorar a
salde e reduzir o risco de doencas.

De fato, a literatura cientifica descreve os probidticos como promotores da satde
metabolica de humanos e animais. No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) segue a designacdo dos outros 6rgédos reguladores internacionais e define probiotico
como “microrganismo vivo que, quando administrado em quantidades adequadas, confere um

beneficio a saude do individuo™. Entre os diversos efeitos ja comprovados, o beneficio geral
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dos probioticos deriva da criacdo de um ambiente intestinal mais favoravel, por meio de
mecanismos compartilhados por diferentes espécies. No entanto, é importante ressaltar que
muitos efeitos de probidticos sdo linhagem-especificos (HILL et al., 2014; BRASIL, 2018).

Os g@éneros mais utilizados como probidticos sdo Lactobacillus e
Bifidobacterium, sendo que as pesquisas e o interesse comercial no género Bifidobacterium tém
aumentado exponencialmente nas Gltimas trés décadas. Dentre muitas espécies, B. lactis tem
sido estudada e aplicada em produtos lacteos probidticos (PRASANNA; GRANDISON;
CHARALAMPOPOULOS, 2014). E importante ressaltar que embora bifidobactérias no
apresentem um papel expressivo na acidificacdo do leite, elas sdo adicionadas em virtude dos
efeitos positivos relacionados a saude, e em geral sdo associadas a bactérias starters (PUNIYA,
2015). A aplicacdo de bifidobactérias e fermentacdo em produtos lacteos deve, no entanto, ser
monitorada, uma vez que os metabolitos produzidos durante a fermentacdo podem influenciar
a qualidade sensorial e nutricional dos produtos (BOUTEILLE et al., 2013).

Enquanto os probioticos constituem microrganismos vivos, prebidticos sdo
nutrientes utilizados pelos microrganismos do TGI, incluindo linhagens probidticas
administradas e microrganismos residentes (GIBSON et al., 2017). Ambos microrganismos e
substratos podem ser combinados, para atuarem sinergicamente com o intuito de conferir
beneficios adicionais, os quais sdo denominados simbioticos.

Diversas abordagens tém sido utilizadas para revelar as interacfes entre pro-,
pre- ou simbidticos e a microbiota intestinal, incluindo genémica, transcriptdmica, proteébmica
e, mais recentemente, metabondmica e areas correlatas da metabolémica. Em particular, tem
sido sugerido que a metabondmica poderia demonstrar como a estimulacdo bioldgica leva a
mudancas na resposta metabdlica de um organismo (CHUNG et al., 2018). Por exemplo,
guando um organismo vivo sofre alguma perturbacéo, seja por doencas, toxinas, uso de drogas,
suplementacdo alimentar, entre outros, ocorre uma série de processos com 0 objetivo de
restaurar o equilibrio do sistema, causando mudancgas nas concentracdes de metabolitos
enddgenos. A metabondmica propde que essas mudancas possam ser identificadas como uma
impresséo digital (fingerprint) da perturbacdo (LINDON; NICHOLSON, 2008).

Para a deteccdo da variedade de metabdlitos impactados, a estratégia
metabondmica, em geral, emprega a Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN de *H). Esta técnica além de ser rapida, ndo-destrutiva e reprodutivel, exige
minima preparacdo ou nenhuma manipulacdo de amostras, as quais sdo comumente biofluidos.
O espectro obtido reflete, portanto, um perfil dos metabdlitos presentes, por exemplo, na urina,
plasma ou soro sanguineo (MARKLEY et al., 2017).
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Como a resposta dessa analise € um espectro complexo, para observar a
diferencga entre amostras de diferentes grupos ap6s alguma intervencgdo dietética, é realizada a
aplicacdo de técnicas quimiométricas a matriz de dados, com o intuito de extrair as informacdes
relacionadas a impressdo digital da perturbacdo (WANG et al., 2018). Dessa forma, a
metabondmica pode ser utilizada para uma melhor compreensédo dos efeitos de uma terapia
probidtica. Estudos utilizaram, anteriormente, a abordagem metabondmica para avaliar o
impacto do consumo de linhagens probidticas e demonstraram que 0s mesmos podem
influenciar os metabolitos em biofluidos, tecidos e 6rgdos humanos, por meio da alteracdo de
acidos graxos de cadeia curta, aminoacidos e acidos organicos, entre outros (HONG et al., 2011;
PEDERSEN et al., 2011; BAJAJ et al., 2014; VAZQUEZ-FRESNO et al., 2014; MICCHELI
etal., 2015; KIM et al., 2017). No entanto, até 0 momento, ndo se tem conhecimento do estudo
de bifidobactérias e seus possiveis impactos no plasma sanguineo de individuos com sobrepeso.

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa relatou previamente efeitos favoraveis
de B. lactis HN019 sobre composicéo corporal, perfil lipidico e biomarcadores inflamatérios
ou oxidativos em pacientes com e sem sindrome metabolica, cuja dieta foi suplementada com
leite probidtico (BERNINI et al., 2016; BERNINI et al., 2018). Recentemente, o efeito da
linhagem foi avaliado em individuos com menor grau de adiposidade e contrastado com um
grupo controle que também consumiu leite esterilizado, uma vez que o leite por si contém
componentes bioativos, tais como peptideos bioativos, que podem alterar o0 metabolismo. Os
resultados deste trabalho evidenciaram um efeito da linhagem na reducdo de citocinas pro-
inflamatdrias (OLIVEIRA, 2018), 0 que nos instigou a questionar se a alteracdo desses
parametros pode estar associada a intermediarios metabolicos.

Em virtude das informacgOes escassas a respeito do metabolismo de B. lactis
HNO019, este trabalho objetivou avaliar seu potencial como microrganismo fermentador em leite
e seu impacto in vitro sobre a microbiota fecal humana. Adicionalmente, foi avaliado o efeito
de um leite contendo a linhagem HNO19, via RMN de 'H, na assinatura digital metabolica do

plasma de mulheres com sobrepeso.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Verificar a eficiéncia de Bifidobacterium lactis como microrganismo fermentador em leite e
seu impacto in vitro sobre a microbiota fecal humana, bem como avaliar o efeito da linhagem
B. lactis HNO19 sobre a assinatura digital metabdlica do plasma de um grupo de mulheres com

sobrepeso, cuja dieta foi suplementada com leite probidtico durante 60 dias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver um leite probioético contendo B. lactis HN019 e monitorar sua viabilidade e
producdo de cidos lactico e acético durante a fermentacao e armazenamento refrigerado, assim

como o efeito da producgdo de acidos na aceitagdo sensorial.

- Investigar as propriedades de fermentacdo in vitro de B. lactis HN019 e B. lactis Bb12,
isoladamente e em combinacdo com fruto-oligossacarideo (FOS), por meio do impacto destes
nos principais grupos bacterianos da microbiota fecal humana e na producédo de acidos graxos
de cadeia curta.

- Avaliar o efeito do consumo de um leite esterilizado (placebo) ou um leite probiético contendo
B. lactis HNO19 sobre a assinatura digital metabdlica do plasma sanguineo de 60 mulheres com
sobrepeso, via Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 MICROBIOTA INTESTINAL

Humanos e outros animais desenvolvem um relacionamento simbidtico
obrigatorio com trilhdes de microrganismos (bactérias, virus, arqueas e eucariotos
microscopicos) e, portanto, possuem as superficies de suas mucosas colonizadas por uma
microbiota extremamente complexa. Estudos das Ultimas duas décadas tém decifrado uma
grande diversidade e abundancia de microrganismos, especialmente bactérias, que vivem no
corpo humano e de fato, hd cada vez mais evidéncias de que esses seres microscopicos
desempenham um papel fundamental na manutencdo da saide (KOPPEL; BALSKUS, 2016;
(SENDER; FUCHS; MILO, 2016).

Particularmente o trato gastrointestinal humano (TGI), é o sistema que hospeda
0 maior nimero de microrganismos, pois apenas o colon abriga 70% destes, e maior diversidade
de bactérias (>1000 espécies) dentre aquelas que colonizam o corpo humano (QIN et al., 2010;
RAJILIC-STOJANOVIC; DE VOS, 2014; DERRIEN; HYLCKAMAI; VLIEG, 2015). Esta
comunidade microbiana comensal do TGI, chamada coletivamente de microbiota intestinal
(seus genes sdo conhecidos como microbioma), é vital a inumeras funcdes fisioldgicas e
homeostaticas. Além disso, exerce um papel importante no metabolismo e nutricdo (por meio
do aproveitamento de nutrientes da dieta e fermentacdo de carboidratos ndo digeriveis), defesa
do hospedeiro por meio da maturacdo e modulagdo do sistema imune, uma vez que 80% do
potencial imune se concentra ha mucosa do intestino, além da prote¢do contra microrganismos
patogénicos (BEVINS; SALZMAN, 2011; XU; KNIGHT, 2015).

Esta microbiota, composta predominantemente por microrganismos anaerébios
estritos e facultativos, encontra-se distribuida de forma heterogénea e demonstra um aumento
progressivo ao longo do TGI, de forma que sua densidade e composi¢édo sdo altamente variaveis
em cada 6rgdo e entre individuos (SIMREN et al., 2013).

As caracteristicas especificas de cada 6rgao, como potencial de 0xi-reducéo, pH,
disponibilidade de nutrientes, entre outras, sdo os fatores responsaveis pela diferenca de
densidade e variedade das celulas microbianas (Figura 1). No TGI superior (esofago e
estdmago), o ambiente é desfavoravel para a colonizacéo e proliferacdo bacteriana devido a
acdo bactericida do suco gastrico. Ja nas porcOes iniciais do intestino delgado (duodeno e
jejuno), a presenca da bile e da secrecdo pancredtica, e o peristaltismo levemente elevado

também resultam em uma microbiota reduzida (SEKIROV et al., 2010).
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Em contrapartida, o intestino delgado distal, denominado ileo, com diminuicéo
do peristaltismo, mantém uma microbiota com maiores niveis populacionais. Finalmente, o
intestino grosso, presente na porcdo inferior do TGI, é o principal sitio de colonizacéo
(9x10*células/lg de conteido luminal), com maior atividade metabdlica e diversidade
microbiana provavelmente por sua baixa motilidade intestinal e o baixo potencial de dxido-
reducdo (LEY; PETERSON; GORDON, 2006; SENDER; FUCHS; MILO, 2016).

Figura 1. Estimativa dos principais géneros microbianos da microbiota intestinal encontrados

em diferentes 6rgdos do trato gastrointestinal humano.
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Fonte: adaptado de Tiihonen; Ouwehand; Rautonen (2010).

Além da variacdo na concentracdo das células ao longo do TGI, determinadas
espécies sao encontradas tipicamente em diferentes regides, reguladas pelo préprio meio, a
medida que as condices se apresentam favoraveis ou ndo (SIMREN et al., 2013). Dessa forma,
a microbiota € dindmica e sua composicao € influenciada por diversos fatores, dentre eles o
ambiente do 6rgdo, idade do hospedeiro e sua imunidade, fatores genéticos e ambientais, dieta
e exposicdo a quimioterapicos, antibioticos e probioticos/prebidticos (DUPONT; DUPONT,
2011; RAJOKA et al., 2017).

Devido a tantos fatores, ha mais de um século, a descrigdo e compreensdo da
complexidade e ecologia da microbiota intestinal tornou-se um grande desafio para
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pesquisadores ao redor do mundo. Apenas a partir de 2005, com o advento da metagenémica
observou-se uma revolucdo no conhecimento deste ecossistema complexo por meio da anélise
dos mdaltiplos genomas da microbiota do TGl (ECKBURG et al., 2005; FEENEY; SLEATOR,
2012).

De acordo com estudos baseados em metagenémica, os intestinos de humanos
contém poucas divisdes bacterianas quando comparados com outros habitats, como o solo, que
possui no minimo 20 divisdes (BACKHED et al., 2005). Apenas oito do total de 55 divisdes
bacterianas conhecidas sdo compreendidas ao longo do TGI humano. Entre estas, cinco sao
mais comumente encontradas: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria e
Verrucomicrobia (ECKBURG et al., 2005; LEY; PETERSON; GORDON, 2006). No entanto,
apenas Firmicutes e Bacteroidetes demonstram-se dominantes totalizando mais de 85% de toda
a populacdo (NEEF; SANZ, 2013).

Apesar da escassez de filos representados em humanos, ha um excesso notavel
na diversidade de filotipos (similaridades na sequéncia de acido desoxiribonucleico - DNA -
que classificam um grupo de organismos) em termos de espécie e linhagem (DETHLEFSEN;
MCFALL-NGAI; RELMAN, 2007). A despeito da grande diversidade, aproximadamente 160
espécies dominantes sdo encontradas no intestino grosso de um individuo adulto e a minoria
destas é compartilhada entre individuos ndo relacionados (MARCHESI et al., 2016).

Na realidade, a medida que ocorre mudanca de fases, da infancia até a velhice,
nossa microbiota se altera. Logo ap6s o nascimento, o TGI estéril de um recém-nascido €
exposto a uma grande diversidade de microrganismos. Dessa forma, sua microbiota intestinal
se desenvolve rapidamente, sendo influenciada por fatores genéticos, perfil de microbiota da
made, via de parto (normal ou cesareo) e o ambiente do nascimento (ISOLAURI; SALMINEN;
OUWEHAND, 2004). Posteriormente, durante os primeiros dias de vida os principais fatores
que influenciam a microbiota ainda instavel sdo a alimentacdo (amamentacao versus formulas
infantis) e 0 ambiente externo, no entanto, a grande mudanca na composi¢cdo ocorre com a
introducdo de alimentos solidos e com o desmame (KOENIG et al., 2011).

Dessa forma, a composicdo da microbiota comega a convergir para uma
microbiota adulta no final do primeiro ano de vida, assemelhando-se totalmente a um adulto
com aproximadamente 2,5 a 3 anos (KOENIG et al., 2011). Essa colonizagéo inicial influencia
irreversivelmente a microbiota posterior e a saude da crianca (ISOLAURI; SALMINEN;
OUWEHAND, 2004). Com o passar do tempo, as bactérias comensais que formaram a
microbiota do recém-nascido e outras que as sucedem, multiplicam-se exponencialmente

assemelhando-se quantitativamente as células do nosso corpo (razdo de bactérias para células
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humanas de 1:1) e alcangam um peso estimado de 0,2 quilogramas (SENDER; FUCHS; MILO,
2016).

Apesar da similaridade na densidade de ceélulas, evidéncias de estudos
estabeleceram que cada individuo possui uma microbiota caracteristica Unica. Assim, ainda que
sigamos o padrdo geral de dois filos predominantes, estudos tém descrito uma diversidade
consideravel mesmo entre individuos saudaveis (QIN et al., 2010; CLEMENTE et al., 2012;
THE HUMAN MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012). Embora esta diferenca seja
especialmente apontada nos trés primeiros anos de vida quando a microbiota ainda é instavel,
sendo a microbiota de bebés e criancas geralmente enriquecidas pelo género Bifidobacterium,
adultos saudaveis possuem uma microbiota relativamente estavel e uma combinacao propria de
bactérias (espécies autoctones e aldctones) (FLINT et al., 2015).

Esta diversidade microbiana interpessoal pode ser dependente de varios fatores.
Por esse motivo, muitos estudos foram realizados para compreensdo do que realmente
estabelece o perfil da microbiota intestinal humana, o conjunto de genes microbianos
(microbioma) e suas fungdes a serem expressadas. Segundo os pesquisadores os fatores
determinantes podem incluir dieta (DAVID et al., 2014; CHUNG et al., 2016), genética do
hospedeiro e relacionamentos familiares (TURNBAUGH et al., 2009; YATSUNENKO et al.,
2012), diferentes culturas e geografia (DE FILIPPO et al., 2010; YATSUNENKO et al., 2012),
idade (MARIAT et al., 2009; CLAESSON et al., 2011); gravidez (KOREN et al., 2012); via de
parto (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010), obesidade, sindrome metabodlica e diabetes tipo Il
(TURNBAUGH et al., 2009; QIN et al., 2010; ISMAIL et al., 2011; VRIEZE et al., 2012),
doenca cardiovascular (WANG et al., 2011), disturbios produzidos por antibiéticos
(O’SULLIVAN et al., 2013) incluindo colites pseudomembranosas causadas por Clostridium
difficile (GOUGH; SHAIKH; MANGES, 2011) e outras formas de doencas inflamatdrias
intestinais (FRANK et al., 2007; WILLING et al., 2010; SIMREN et al., 2013).
Especificamente a dieta tem demonstrado efeitos significativos sobre a microbiota.

1.1.1 Efeitos da Dieta na Diversidade da Microbiota Intestinal

A dieta humana é composta principalmente pelos macronutrientes alimentares:
carboidratos (entre eles, as fibras), proteinas e gorduras. Estudos tém demonstrado que o tipo e
a quantidade desses macronutrientes presentes na dieta influenciam diretamente a composigéo
e a atividade metabdlica da microbiota intestinal (WU et al., 2011; RAJOKA et al., 2017).

Determinada ingestéo alimentar, a longo prazo, influencia a estrutura e a atividade dos trilhdes
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de microrganismos que residem no intestino humano (XU; KNIGHT, 2015) e ja foi
demonstrado que o microbioma intestinal também pode responder rapidamente a dieta alterada,
se composta inteiramente por alimentos animais ou vegetais (DAVID et al., 2014).

Em camundongos, a introducdo de uma dieta com pouca gordura e rica em
polissacarideos de plantas em detrimento de uma dieta tipica “ocidental”, rica em aglcar e
gordura, mudou a microbiota com alteracBes nas vias metabdlicas e expressdo de genes
(TURNBAUGH et al., 2009). Outro estudo em humanos constatou, da mesma forma, mudancas
na microbiota fecal dentro de 24 horas, quando uma dieta pobre em gordura/rica em fibra foi
alterada para outra rica em acucar/pobre em fibra e vice-versa (WU et al., 2011).

De fato, a dieta ocidental moderna tem mudado ao longo do tempo com o
aumento da ingestdo calorica total, e mudancas nas quantidades relativas de componentes
dietéticos, incluindo menor consumo de fibras alimentares e vegetais € maior consumo de
gordura e carboidratos de baixa qualidade (refinados). Ja € bem estabelecido que esse tipo de
dieta, especialmente devido a falta de fibras, contribui ndo apenas para a perda da diversidade
da microbiota, mas promove também um desequilibrio em relacdo as bactérias intestinais
patogénicas associadas a muitas doencas inflamatérias (RICHARDS et al., 2016). Por exemplo,
populacdes humanas com uma dieta enriquecida em carboidratos complexos, apresentam uma
maior diversidade da microbiota intestinal (SCHNORR et al., 2014), enquanto a ingestédo a
longo prazo de uma dieta rica em gordura e agucar pode levar a “extingdo” varios grupos da
microbiota (SONNENBURG et al., 2016).

Esse impacto da industrializacdo e mudanca dos habitos alimentares sobre a
microbiota também foi evidenciado por meio de uma clara separacdo na composicdo da
microbiota fecal de criangas africanas e criancas italianas. As 14 criancas de Boulpon (vilarejo
de Burkina Faso) possuiam uma dieta predominantemente vegetariana, sendo pobre em gordura
e proteina animal e rica em amido, fibra e polissacarideos de plantas. Por outro lado, as 15
criangas da area urbana de Florenca (capital de Toscana) consumiam a dieta ocidental tipica,
rica em proteina animal, agucar, gordura e pobre em fibra. A microbiota das criancas africanas
apresentou um enriquecimento expressivo de Bacteroidetes, especialmente dos géneros
Prevotella e Xylanibacter, além de conter certos genes bacterianos para hidrolise da parede
celular das plantas (xilanases e celulases), totalmente ausente nas criancas europeias (DE
FILIPPO et al., 2010).

Por esse motivo, a dieta mediterranea, baseada em uma ingestdo equilibrada de
frutas, gréos, gordura monoinsaturada e poli-insaturada, tem sido indicada para manutencao de

um estilo de vida saudavel. Tem sido demonstrado que esse tipo de dieta tem capacidades anti-
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inflamatdrias e pode ainda reduzir a inflamacéo em doencas (DE FILIPPIS et al., 2016). Dietas
vegetarianas também séo reconhecidas como dietas saudaveis e benéficas, uma vez que podem
proteger o hospedeiro de varios disturbios cronicos, metabdlicos e inflamatorios (FERROCINO
etal., 2015).

Nesse sentido, a fermentacdo de carboidratos é uma atividade essencial da
microbiota intestinal humana. Espécies dominantes e prevalentes de bactérias intestinais,
incluindo as produtoras de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), parecem desempenhar um
papel critico na degradacdo inicial de polissacarideos derivados de plantas complexas,
colaborando com espécies especializadas na fermentacdo de oligossacarideos (por exemplo,
bifidobactérias), para liberar AGCC e gases que também sdo usados como fontes de carbono e
de energia por outras bactérias mais especializadas (por exemplo, microrganismos acetogénicos
redutores e metanogénicos e bactérias redutoras de sulfato) (MARCHESI et al., 2016).

Os AGCC derivados da fermentacdo de fibras alimentares pela microbiota
intestinal sdo os metabdlitos de dieta mais estudados, visto que possuem um efeito fisioldgico
positivo sobre a saude do hospedeiro (RAJOKA et al., 2017). Os principais produtos de
fermentacdo gerados, principalmente no célon, como resultado de varias vias metabdlicas
bacterianas sdo acetato, propionato e butirato, além dos gases. Esses AGCC sdo cruciais paraa
salde do intestino e suas atividades podem posteriormente influenciar locais distantes do
intestino, com diferentes AGCC tendo variadas fungdes (KOH et al., 2016).

Além de inibir o crescimento de bactérias patogénicas e promover o crescimento
de bactérias benéficas, por meio da diminui¢do do pH do c6lon, os AGCC podem ainda modular
diversos aspectos da atividade metabdlica incluindo a funcdo do colondcito, homeostase
intestinal, sistema imunoldgico, lipidios sanguineos, apetite, fisiologia renal e ganho de energia
(O’KEEFE, 2016). Em relag&o ao ganho energético, AGCC podem fornecer calorias adicionais
guando oxidados pelo hospedeiro e estariam envolvidos no desenvolvimento da obesidade ao
favorecer o ganho de peso na forma de gordura corporal. No entanto, tais calorias adicionais
fornecidas pela fermentacdo de carboidratos ndo digeriveis podem néo ser suficientes para

produzir mudancas significativas no peso (SCHWIERTZ et al., 2010).
1.1.2 Epidemiologia do Excesso de Peso e Associa¢do com a Microbiota e Metabolitos
A prevaléncia da obesidade tem aumentado de forma constante entre os adultos,

adolescentes e criancas e € considerada uma epidemia mundial. Em 2016, mais de 1,9 bilhdes

de adultos (aproximadamente 39% da populacdo mundial), ja eram sobrepesos, destes mais de
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650 milhdes (cerca de 13%) eram obesos. Embora ainda seja mais evidente em paises
ocidentais, este aumento também tem alcancado os paises mais pobres do mundo e, por
consequéncia, a obesidade mundial quase triplicou desde 1975 (WHO, 2018).

O sobrepeso e a obesidade sdo acessados com o célculo do indice de massa
corporea (IMC) do individuo. Pessoas com um IMC igual ou maior do que 25 ou 30 kg/m? sdo
consideradas sobrepeso ou obesas, respectivamente (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH,
2002; WHO, 2018). Adicionalmente, valores de IMC e de circunferéncia da cintura elevados
estdo associados diretamente aos marcadores de risco cardiovascular, como colesterol total,
triglicerideos, glicemia, pressdo arterial e baixas concentracdes de lipoproteina de alta
densidade (HDL) (BOMBELLI et al., 2013).

A obesidade é caracterizada por um peso corporal excessivo e pode ser causada
principalmente por um desbalango entre o consumo energético e seu gasto (JUNG; KIM, 2013).
Globalmente, hd um aumento da nutricdo altamente energética contendo elevadas quantidades
de gordura, acucar e sddio. Além disso, o decréscimo na atividade fisica evolui cada vez mais
devido ao aumento de ocupacdes sedentarias e melhoria dos meios de transporte, entre outros
fatores (WHO, 2018).

No entanto, ha também um crescente nimero de evidéncias de que apenas o
consumo e gasto energético ndo justificam o aumento na prevaléncia da obesidade. As diversas
causas que levam ao sobrepeso e, consequentemente, obesidade sdo muito complexas e incluem
fatores genéticos, enddcrinos e neurais, bem como a fatores comportamentais, sociais e
culturais (JUNG et al., 2013; SANZ; RASTMANESH; AGOSTONIC, 2013). Ha cerca de dez
anos, a obesidade foi associada também com alteracdes estruturais na microbiota intestinal de
humanos (LEY et al., 2005; TURNBAUGH et al., 2009) e animais (LEY et al., 2006), o que
sugere uma potencial causalidade entre as funcGes de microrganismos especificos e essa
desordem (SANZ; SANTACRUZ; GAUFFIN, 2010).

Embora diferengas na composi¢édo da microbiota fecal de obesos e magros ainda
ndo sejam totalmente estabelecidas, uma vez que alguns estudos ndo encontraram grandes
variagOes, predicdes do metabolismo da comunidade microbiana, baseadas em contetido dos
genes, indicam que a microbiota associada a obesos possui uma capacidade maior em coletar
energia dos alimentos, por meio da quebra mais eficiente de polissacarideos (THE HUMAN
MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012). Segundo Turnbaugh e colaboradores
(2006), uma quantidade menor de energia permaneceu nas fezes de camundongos obesos em

relacdo a seus homologos magros, comprovando essa capacidade aumentada que o microbioma
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obeso possui em extrair energia da dieta (devido a um aumento de genes para 0 metabolismo
de polissacarideos).

Curiosamente, o fendtipo de coleta de energia também pode ser transmissivel
simplesmente pelo transplante da “microbiota obesa”. A colonizagdo de camundongos 1sentos
de microrganismos (germ-free) com uma ‘microbiota obesa’ resultou em um aumento
significativo na gordura corporal quando comparados com 0s animais colonizados por uma
‘microbiota magra’ (TURNBAUGH et al., 2006, TURNBAUGH et al., 2008). De fato, a
associacdo entre a composicdo da microbiota intestinal e o peso corporal é proveniente de
estudos usando camundongos germ-free para demonstrar que 0S microrganismos intestinais
protegem contra a obesidade induzida por dieta e que a microbiota esta envolvida na regulacéo
do armazenamento de gordura (BACKHED et al., 2007; RIDAURA et al., 2013).

Nesse sentido, a razdo Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) demonstra ser de
significativa relevancia em sinalizar o estado da microbiota intestinal, sendo frequentemente
associada a saude ou doenga. Esta razdo sofre um aumento desde o nascimento até a idade
adulta e € ainda mais alterada com o avan¢o da idade, onde a propor¢cdo de Firmicutes é
significativamente menor (CLAESSON et al., 2011). Ainda que existam evidéncias indicando
que individuos obesos tem um aumento de Firmicutes e uma diminuicdo de Bacteroidetes (LEY
et al., 2006; TURNBAUGH et al., 2009; ISMAIL et al., 2011), outros estudos falharam em
reportar essas observacdes (DUNCAN et al., 2008; SCHWIERTZ et al., 2010).

Estudos em animais que investigaram os mecanismos relacionados em modelo
animal, relataram que a microbiota intestinal realmente exerce um papel na obesidade ao
contribuir com a digestdo e absorcdo de nutrientes e adiposidade (BACKHED et al., 2007;
SEMOVA et al., 2012). Alguns desses estudos ja comprovaram que o papel dos
microrganismos no balango energético é secundario ao da dieta, visto que ela € o principal fator
que influencia a estrutura da microbiota em animais (FLEISSNER et al., 2010; MURPHY et
al., 2010) e humanos obesos (JUMPERTZ et al., 2011). Dessa forma, as altera¢Ges induzidas
pela dieta na composi¢do da microbiota contribuiriam para os aspectos de regulacao do balango
energeético do hospedeiro, incluindo absorcéo de lipideos e estocagem de energia, 0 que enfatiza
ainda mais a dependéncia de ambos os fatores (dieta e microbiota) JUMPERTZ et al., 2011;
SEMOVA et al., 2012).

Dessa forma, uma representacdo alterada de espécies, genes bacterianos e vias
metabolicas, incluindo aquelas envolvidas na coleta de nutrientes, estdo relacionadas a
obesidade (TURNBAUGH et al., 2009). Além disso, a quantidade de AGCC produzida pela
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microbiota intestinal também ja foi mencionada como um dos fatores de desenvolvimento da
obesidade (SCHWIERTZ et al., 2010).

Apesar do fato de que os AGCC s&o classicamente associados com beneficios
metabolicos e magreza (RIDAURA et al., 2013), concentracGes de AGCC sdo maiores nas fezes
de humanos obesos em comparagdo com controles magros (SCHWIERTZ et al., 2010). Esses
metabdlitos podem constituir uma fonte de energia importante em humanos, visto que até 95%
dos AGCC produzidos sdo prontamente absorvidos pelos colondcitos para utilizagdo como
substratos energéticos (CARDING et al., 2015). A fracdo que ndo é consumida pelos
colondcitos é transportada por meio da membrana basolateral para o figado através da corrente
sanguinea. Dessa forma, além do seu papel local como substratos energéticos dentro do célon,
0s AGCC agem como moléculas sinalizadoras envolvidas no metabolismo lipidico e regulacdo
de glicose/insulina (DEN BESTEN et al., 2013). No entanto, ainda ndo esta claro se os AGCC
contribuem para a obesidade, visto que as calorias adicionais fornecidas pela fermentacédo de
carboidratos podem ndo ser suficientes para produzir mudancas significativas no peso, ou se a
presenca deles apenas reflete a microbiota intestinal alterada (SCHWIERTZ et al., 2010; KOH
etal., 2016).

Outra questdo que permanece € se a dishiose da microbiota intestinal é uma
causa direta de algum disturbio relacionado ao metabolismo, ou se as mudangas nas
comunidades microbianas intestinais nos individuos obesos sdo uma adapta¢do a uma mudanca
na dieta do hospedeiro (CARDING et al., 2015).

Nesse contexto de relacdo entre comunidade microbiana e desordens
metabolicas, como a obesidade, o microbioma intestinal é cada vez mais reconhecido como um
alvo de intervencdo com potencial no gerenciamento da salde e doenca. Por esse motivo,
microrganismos probioticos, prebidticos e a combinacdo deles (simbidticos) tém sido
empregados na modulacdo da microbiota intestinal e sdo associados a melhorias em diversas
desordens metabdlicas (MIGLIORANZA SCAVUZZI et al., 2015).

1.2 PROBIOTICOS

A utilizacdo de produtos lacteos fermentados com fins de promogéo da saude
iniciou-se muito tempo antes da descoberta dos microrganismos. O primeiro relato escrito data
aproximadamente 76 a.C. quando o historiador romano Plinio recomendava a administracao de
produtos lacteos fermentados no tratamento de gastroenterites (BOTTAZI, 1983; JANKOVIC

et al., 2010). No entanto, os estudos envolvendo estes microrganismos e seus efeitos clinicos
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sdo contemporaneos, e se baseiam na producéo de substancias benéficas e/ou promocao de um
equilibrio microbiano que favoreca o hospedeiro (COSTA; MIGLIORANZA, 2012).

Estudos de diversos cientistas, principalmente microbiologistas, tornaram
possivel o desenvolvimento e a expansdo do conhecimento a respeito da microbiota do corpo
humano. Em 1885, Escherich foi o primeiro a reconhecer a importancia de se examinar a
ocorréncia de bactérias nas fezes humanas para que, consequentemente, se pudesse
compreender a fisiologia da digest&o e a patologia e tratamento de doencas intestinais de origem
microbiana (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

J& o conceito de microrganismos benéficos foi pioneiramente aplicado em 1905
por Ilya Metchnikoff - cientista russo, prémio Nobel e professor do Institute Pasteur - quando
este sugeriu 0 impacto positivo do consumo de lacteos fermentados sobre a microbiota
intestinal, atribuindo-lhes a propriedade de manutencéo da saude e longevidade do hospedeiro,
por meio da colonizacdo de lactobacilos e diminuicdo de patégenos (SOCCOL et al., 2010).

Décadas depois, o termo “probidtico” - pro-vida - foi inicialmente utilizado
como antonimo da palavra “antibidtico”, sendo definido de diferentes formas por varios
pesquisadores. Fuller (1989) popularizou o termo, com a defini¢cdo mais frequentemente citada,
quando definiu probiodtico como “suplemento alimentar a base de microrganismos vivos, com
efeitos benéficos ao hospedeiro por equilibrar sua microbiota intestinal”. Salminen e
colaboradores (1999), estenderam a acdo dos probidticos também as células inativas e
propuseram sua inclusdo na definicéo geral.

Em 2001, a FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) e
a WHO (World Health Organization) mantiveram o conceito geral e definiram probi6ticos
como “microrganismos Vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro” (FAO/WHO, 2001). Recentemente a defini¢do do termo foi
reafirmada pela atual Associacao Cientifica Internacional de Probi6ticos e Prebioticos (ISAPP),
visto que o conceito € suficientemente amplo para permitir que uma grande gama de produtos
seja desenvolvida e suficientemente restrito para impor alguns requisitos fundamentais (HILL
etal., 2014).

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) segue a
designacao e define probidtico como “microrganismo vivo que, quando administrado em
quantidades adequadas, confere um beneficio a saude do individuo”. A ANVISA também
define linhagem como “subpopulacdo de células de uma mesma espécie que apresentam as
mesmas caracteristicas e sdo identificadas por numeros, letras ou nomes que seguem o epiteto

especifico” e ressalta que os efeitos benéficos atribuidos pelos probioticos séo linhagem-
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dependente, por esse motivo, nos produtos adicionados de probidticos, o beneficio deve ser
comunicado por meio da alegagdo de propriedade funcional ou de salde aprovada para a
linhagem especifica (BRASIL, 2018).

Esta alegacdo de propriedade funcional ou de salde deve ser proposta pela
empresa na qual o produto é desenvolvido e seré avaliada caso a caso. A empresa deve ainda
apresentar laudo de analise que comprove a quantidade minima viavel do microrganismo para
exercer a propriedade funcional alegada. Esta funcionalidade deve se estender até o final do
prazo de validade do produto e nas condi¢cfes de uso, armazenamento e distribuicdo (BRASIL,
2018). Nesse sentido, a legislacdo brasileira e os 6érgdos reguladores internacionais, nao
determinam a quantidade minima de células probidticas adequadas para promocao de efeitos
benéficos, no entanto, a ISAPP e alguns estudos recomendam a ingestao diéria de pelo menos
10° UFC/porcéo do produto (BERTAZZONI et al., 2013; HILL et al., 2014; MENG et al.,
2016).

Bertazzoni e colaboradores (2013) salientam que a concentracdo da formulagédo
a ser ingerida deve ser ajustada. Tais ajustes devem compreender a diluicdo fisioldgica que
ocorre no TGI; a capacidade da linhagem probid6tica em sobreviver ao ambiente do TGI; a forma
de administracdo do probidtico; a linhagem probiotica (cada uma possui capacidades de
sobrevivéncias unicas) e, finalmente, o efeito benéfico esperado. Adicionalmente, o numero de
bactérias viaveis que alcancam o intestino ndo depende apenas da dose ingerida, mas também
de outros fatores. A prépria composicdo da microbiota intestinal, motilidade intestinal e o pH
gastrico individuais, bem como a formulacdo probiética, e a coadministracdo de alimentos ou
leites (que podem proteger o probidtico do acido gastrico) interferem no ndmero de bactérias
finais que alcancardo o intestino.

Entre os diversos microrganismos probidticos, bactérias dos géneros
Lactobacillus, Streptococcus e Bifidobacterium sdo as mais importantes comercialmente.
Outras espécies potencialmente benéficas tém sido estudadas como “candidatas” a serem
utilizadas em produtos, tais como Akkermansia muciniphila e Faecalibacterium prausnitzii,
juntamente com outras bactérias produtoras de butirato, como Roseburia spp. e Eubacterium
hallii (HILL et al., 2014). Adicionalmente, as leveduras Saccharomyces boulardii e
Saccharomyces cerevisiae sao utilizadas em preparacGes farmacéuticas como probidtico.

Curiosamente, alguns géneros bacterianos, tais como Escherichia e
Enterococcus, reconhecidos por conterem espécies potencialmente patogénicas, tambeém

possuem linhagens probioticas utilizadas em produtos comerciais, ainda que em uma escala
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muito menor comparado aos lactobacilos e bifidobactérias (FRANZ et al., 2011;
WASSENAAR, 2016).

Até entdo, o conceito probidtico ¢ atrelado a ‘microrganismo vivo’, no entanto,
esta abordagem vem sendo questionada gradativamente. Estudos tém demonstrado que 0s
efeitos benéficos dos probidticos podem ser obtidos a partir da administracdo de células
bacterianas mortas (LIM et al., 2009; ADAMS, 2010; HILL et al., 2014; SAWADA, 2016;
ZENG et al., 2016). A maioria dos estudos com estes “probiodticos fantasmas” tém o foco na
modulacéo da resposta imune que as células inativadas ou seus fragmentos podem exercer sobre
0 hospedeiro (SAWADA, 2016). Nesse contexto, Taverniti e Guglielmetti (2011), definiram o
termo técnico “paraprobidticos” como células microbianas intactas ou fragmentadas, nado
viaveis ou extratos celulares brutos que, quando administrados, via oral ou topica, em

guantidades adequadas, conferem beneficios ao consumidor humano ou animal.

1.2.1 Efeitos Benéficos de Microrganismos Probiéticos sobre o Hospedeiro

O estudo no campo dos probidticos avancou consideravelmente nos ultimos
anos, devido a busca pela compreensdo do papel da microbiota humana na salde e na doenca e
a necessidade de definir estratégias eficazes para moldar uma microbiota saudavel (HILL et al.,
2014). Segundo o ultimo relatério global da industria, 0 mercado mundial de probidticos foi
estimado em US$67,2 bilhdes no ano de 2018 com um crescimento previsto de 8,3% nos
préximos oito anos. Outros principais fatores que impulsionam a demanda por tais produtos é
0 aumento da preocupacdo do consumidor em relacdo a saude e o crescente nimero de
beneficios associados a estes microrganismos (TRANSPARENCY MARKET RESEARCH,
2018).
Entre diversos beneficios, & importante ressaltar que a correcdo da microbiota
autoctone desbalanceada constitui a racionalidade da terapia por probidticos. Dessa forma, estes
microrganismos podem fornecer beneficios a saide humana e animal, principalmente por
intermédio da manutencdo do equilibrio e composi¢do da microbiota intestinal. Além dos
efeitos a satide serem mediados por esse papel de normalizagdo da composic¢do da microbiota
intestinal, outros efeitos como imunomodulacdo e manutengéo da funcdo barreira intestinal ja
foram comprovados (BOAVENTURA et al., 2012; MIGLIORANZA SCAVUZZl etal., 2015).
Nesse sentido, a ingestdo de produtos contendo probidticos € utilizada com o
objetivo de reforcar e/ou modificar a microbiota intestinal em busca da manuten¢do ou

restabelecimento do equilibrio microbiano. Os mecanismos e eficacia dos efeitos probioticos
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dependem principalmente das interacdes entre estes microrganismos e a microbiota Unica do
hospedeiro ou com as células imunocompetentes da mucosa intestinal (BOAVENTURA et al.,
2012).

Definitivamente, a literatura cientifica reporta evidéncias clinicas suficientes
para comprovar que as alegacOes de saude atribuidas a probioticos sdo provenientes de um
aumento destes em um dado ambiente e a uma diminuicdo de bactérias potencialmente
patogénicas, entre outros fatores (JANKOVIC et al., 2010). Além disso, hé anos é estabelecido
que a ingestao de probidticos altera a microbiota fecal de individuos saudaveis, em favor de
espécies de lactobacilos e bifidobactérias (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Desde a era Metchnikoff, um vasto nimero de efeitos benéficos tem sido
reportado. A comprovacdo destes efeitos, com base em estudos in vitro e in vivo (ensaios
clinicos bem controlados), ¢ uma premissa dos 6rgéos reguladores de alimentos (OMS, FAO,
ANVISA), tanto para caracterizar um microrganismo como probidtico, como para regularizar
seu uso em alimentos ou farmacos (COSTA; MIGLIORANZA, 2012).

Cada vez mais, nosso conhecimento sobre probi6ticos e sua interagdo com o
hospedeiro tem aumentado exponencialmente e muitos mecanismos de acédo tém sido relatados.
Geralmente microrganismos probio6ticos podem restaurar ou estimular linhagens bacterianas
essenciais e necessarias para a maturacdo do intestino e homeostase, principalmente em
hospedeiros onde esse processo de manutencdo saudavel foi interrompido ou é incompleto
(PATEL; LIN, 2010).

Além da melhora e aumento das funcGes benéficas no TGI e por consequéncia,
no hospedeiro, outro aspecto importante da “estadia” temporaria de microrganismos probioticos
(como microbiota alctone) é a capacidade que esses microrganismos possuem em deixar suas
“marcas” na comunidade microbiana, tanto a0 mudar a expressdo de genes dos membros
autoctones (no sentido de alterar as vias metabolicas dentro da célula) quanto estimulando ou
“acalmando” a resposta imune (PATEL; LIN, 2010). McNulty e colaboradores (2011)
propuseram que probidticos podem ndo somente alterar as proporc6es de bactérias de nossa
microbiota, mas principalmente impactar a expressdo de genes e produgdo de metabdlitos
bacterianos.

Para elucidacdo dos efeitos benéficos, muitos mecanismos de acdo de
probidticos podem estar envolvidos, no entanto, trés principais mecanismos tém sido mais
estudados. O primeiro € a supressdo de contagens viaveis de bactérias patogénicas, por meio da
competicdo por sitios de ligagdo (ou por espaco para adesdo) no epitélio intestinal e na camada

mucosa e competicdo por nutrientes, bem como pela produgdo de compostos antibacterianos,
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tais como peptideos antimicrobianos (beta-defensina-2), bacteriocinas e acidos acético e
lactico. O segundo mecanismo é por meio da alteragcdo da atividade de enzimas microbianas.
AGCC e bacteriocinas podem reduzir o pH luminal e fecal e diminuir a atividade de enzimas
bacterianas indesejaveis. Por fim, o terceiro mecanismo € a estimulacdo da imunidade do
hospedeiro devido ao aumento dos niveis de anticorpos (por exemplo, Imunoglobulina A) e
leucocitos e atividade de macréfagos. Adicionalmente, probidticos podem aumentar a fungdo
barreira ao inibir a invasdo de produtos microbianos (endotoxinas) (FULLER, 1989;
MIGLIORANZA SCAVUZZ| et al., 2015).

Em um sentido geral, a distribuicdo de mecanismos entre linhagens probidticas
tem sido proposta (Figura 2). Embora atribui¢fes especificas possam ser discutidas, alguns
mecanismos podem ser generalizados entre uma diversidade de linhagens, enquanto outros séo
menos compartilhados, ou mais especificos. Desse modo, € importante destacar que alguns
efeitos sobre o0 hospedeiro sdo linhagem-especificos, de forma que estudos com uma espécie ou
linhagem ndo podem ser extrapolados para outras, mesmo aquelas estreitamente relacionadas
(HILL et al., 2014; BRASIL, 2018).

Figura 2. Possivel distribuicdo de mecanismos de acdo atribuidos a microrganismos

probidticos.
Raro
Efeitos linhagens-especificos
o Efeitos neuroldgicos
o Efeitos imunoldgicos
o Efeitos endocrinoldgicos
® Produgao de compostos bioativos
especificos
Frequente
Efeitos no nivel de espécies
e Sintese de vitaminas e Metabolismo de sais biliares
e Antagonismo direto e Atividade enzimatica
e Reforgo da barreira intestinal e Neutralizagdo de carcinégenos

Generalizado
Efeitos entre microrganismos probidticos comumente estudados

e Resisténcia a colonizagdo e Normalizagao da microbiota desbalanceada
e Producdo de acidos e AGCC e Aumento da renovagao de enterdcitos
e Regulagdo do transito intestinal e Exclusdo competitiva de patégenos

Fonte: Adaptado de Hill et al. (2014). AGCC: &cido graxo de cadeia curta.
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Nesse contexto, em uma abordagem geral, diversas linhagens tém demonstrado
melhorar parametros metabolicos tais como hipertensdo (NARUSZEWICZ et al., 2002),
obesidade (LUOTO et al., 2010; SANCHEZ et al., 2014; BERNINI et al., 2016), marcadores
de inflamacdo (ASEMI et al., 2013; BARRETO et al., 2014), desordem na homeostase de
glicose (LAITINEN et al., 2009; BARRETO et al., 2014), bem como niveis anormais de
lipidios no plasma (dislipidemia) devido ao decréscimo da concentragdo de lipoproteina de
baixa densidade (LDL) (AGERHOLM-LARSEN et al., 2000; XIAO et al., 2003; CHANG et
al., 2011; JONES et al., 2012; BERNINI et al., 2016), aumento de lipoproteina de alta densidade
(HDL) (SADRZADEH-YEGANEH et al., 2010), reducdo de colesterol total (CT) (ATAIE-
JAFARI et al., 2009) e uma melhora (diminuig&o) nas razées CT/HDL e LDL/HDL (EJTAHED
et al., 2010).

Outros efeitos benéficos sdo atribuidos aos probioticos e requerem investigacdes
mais aprofundadas. Por exemplo, alguns probioticos, tais como Bifidobacterium infantis, tém
sido definidos como ‘psicobidticos’, OU Seja, “microrganismos Vivos, que quando ingeridos em
quantidades adequadas, produzem um efeito benéfico em pacientes com doencas psiquiatricas”.
Assim, probidticos ao produzir neurotransmissores poderiam também oferecer uma alternativa
de tratamento da depressao e outros transtornos psiquiatricos (DINAN; STANTON; CRYAN,
2013). Alguns estudos abordam inclusive o efeito da microbiota do intestino sobre o Sistema
Nervoso Central, destacando o papel das bactérias probioticas na comunicac¢éo bidirecional do
eixo cérebro-intestino (EUTAMENE et al., 2007; DESBONNET et al., 2008; BRAVO et al.,
2011). No entanto, esses estudos se concentram em sua maioria em modelos animais e seus

efeitos ainda ndo podem ser extrapolado a humanos.

1.2.2 Género Bifidobacterium

1.2.2.1 Caracteristicas taxonémicas, metabolicas e ecologicas

As bifidobactérias foram originalmente isoladas e descritas no periodo de 1899-
1900 por Henry Tissier (do Instituto Pasteur), que observou uma bactéria abundante em forma
de Y nas fezes de criancas que se alimentavam de leite materno, mas ndo naquelas que se
alimentavam de formulas (TISSIER, 1900; citado por LEAHY et al., 2005). Essa bactéria
descoberta por Tissier foi denominada Bacillus bifidus devido a sua morfologia bifurcada, no
entanto, sua localizacdo taxondmica sofreu varias alteracdes, sendo designada também como

Bacteroides, Nocardia, Lactobacillus e Corynebacterium, antes de ser proposta como um
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género a parte por Orla-Jensen, em 1924, e finalmente aceita e reconhecida como tal no século
XX (LEARY et al., 2005; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

O género pertence ao Filo Actinobacteria, Classe Actinobacteria, Ordem
Bifidobacteriales e Familia Bifidobacteriaceae, sendo representado atualmente por cerca de 38
espécies e 9 subespécies, as quais foram isoladas principalmente do trato digestivo de
mamiferos (TURRONI; SINDEREN; VENTURA, 2011; MILANI et al., 2013).

As bifidobactérias sdo descritas como microrganismos anaerobios obrigatorios,
embora algumas linhagens possam tolerar o oxigénio. Sdo bactérias imdveis, catalase negativa,
Gram positivas, heterofermentativas, ndo formadoras de esporos, em forma de bastonetes
curvos, caracterizadas, frequentemente, por uma bifurcacdo em forma de Y. Linhagens isoladas
de fezes frescas apresentam formas que variam desde ramificadas, a formas bifurcadas de Y e
V. No entanto, em meios de culturas ndo favoraveis, as bifidobactérias podem se apresentar
pleomorficas. A maioria das bifidobactérias isoladas de seres humanos cresce a temperatura
6tima de 36-38°C, sdo 4cido tolerantes, e o pH 6timo para seu crescimento esté entre 6,5-7,0
(LEARY et al., 2005).

Além disso, as bifidobactérias sdo microrganismos sacaroliticos e todas as
linhagens caracterizadas possuem a habilidade de fermentar glicose, galactose e frutose, com
producdo, principalmente, de acido acético e acido latico (PRASANNA; GRANDISON;
CHARALAMPOPOULOQS, 2014). Elas produzem, a partir do metabolismo de 2 moles de
glicose, tanto o acido acético quanto o &cido latico por uma via incomum, que resulta em uma
proporcdo tedrica de 3:2 para acetato/lactato, como metabdlitos primarios. E importante
ressaltar que as proporg¢des dos produtos finais da fermentacdo variam consideravelmente entre
as linhagens e também dependem da fonte de carbono utilizada (SCARDOVI et al., 1971,
BOTTACINI et al., 2014; HENRIQUE-BANA et al., 2019).

De maneira geral, bifidobactérias metabolizam hexoses ao utilizar a “via bifida”.
A enzima chave envolvida nessa via é a frutose-6-fosfatofosfoquetolase (F6PPK), presente
intracelularmente e, que quebra frutose-6-fosfato em acetil-1-fosfato e eritrose-4-fosfato. Esta
enzima é utilizada como uma ferramenta na identificacdo do género; no entanto, ndo permite a
distincdo no nivel de espécie (KUN et al., 2008).

Dessa forma, devido a sua capacidade metabolica, estas bactérias
frequentemente incluidas no grupo das bactérias acido lacticas (BAL), ndo devem ser
classificadas como tal. Além da quantidade dos produtos finais de fermentacdo, s&o
filogeneticamente distantes deste grupo, devido a presenca da enzima F6PPK , e diferencas no
seu conteudo de guanina e citosina (G + C), que varia entre 55% a 67% (VASILJEVIC; SHAH,
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2008). No entanto, por razGes praticas e tradicionais, elas sdo por vezes consideradas como
pertencentes ao grupo das BAL (RUSSEL et al., 2011).

Em relacéo a sua ecologia, as bifidobactérias tém sido isoladas de sete diferentes
nichos: o intestino humano, vagina humana, a cavidade oral, alimentos, TGI animal, intestino
de insetos e esgoto (RUSSEL et al., 2011). As espécies mais abundantes encontradas
naturalmente no TGI incluem B. adolescentis, B. bifidum, B. catenulatum, B.
pseudocatenulatum e B. longum subsp. longum (B. longum) em adultos e B. breve, B. longum
subsp. infantis (B. infantis), B. longum subsp. longum (B. longum) em criancas (LEIVERS et
al., 2011; ISHIZUKA et al., 2012).

1.2.2.2 Bifidobactérias em produtos lacteos e seus efeitos benéficos

Leites fermentados sdo produzidos pela adicdo de culturas microbianas no leite
cru ou tratado termicamente. Especificamente, os leites fermentados e outros produtos lacteos
probidticos, tém sido amplamente explorados comercialmente, devido as propriedades
funcionais tecnoldgicas, como preservacao (aumento da vida Gtil do produto), producédo de
caracteristicas sensoriais desejaveis por meio da formacéo de acidos e compostos aromaticos,
melhoria do sabor global e textura, emulsificacdo e varios beneficios nutricionais (PUNIYA,
2015).

Por esse motivo, os produtos lacteos, tais como bebidas lacteas fermentadas e
iogurtes probioticos, apresentam grande representatividade no mercado mundial e ainda sdo 0s
principais produtos comercializados como probidticos (MARKET RESEARCH REPORT,
2018). Entre esses, os lacteos obtidos a partir de linhagens de Bifidobacterium sdo uma
categoria importante em todo o mundo, visto que as atividades metabdlicas desse género sdo
consideradas relevantes para a manutencdo da satde e consequente bem-estar do hospedeiro
(PRASANNA; GRANDISON; CHARALAMPOPOULOS, 2014).

Além disso, bifidobactérias sdo geralmente encontradas no TGl em uma
correlacdo inversa de determinadas bactérias como espécies de clostridios e Escherichia coli
patogénicas, 0 que sugere que sua atividade metabdlica exerce um papel na diminui¢do de
microrganismos indesejaveis (PRASANNA; GRANDISON; CHARALAMPOPOULOS,
2014). Dessa forma, s@o reconhecidas por seu papel promotor de saide no intestino do
consumidor e por esse motivo, a incorporacao de bifidobactérias em leites fermentados e outros

produtos lacteos fermentados ndo € recente.



35

Ainda que linhagens de Bifidobacterium ja sejam utilizadas em lacteos e
possuam um longo historico de uso seguro como probiotico, elas apresentam caracteristicas
fermentativas inferiores, comparadas as BAL, o que dificulta suas possiveis aplica¢cdes. Mais
especificamente, elas multiplicam pouco e com baixa producédo de acido em leite de vaca, além
de requererem longos tempos de fermentacéo, fatores de crescimento, condi¢des anaerdbicas e
baixo potencial redox (PRASANNA; GRANDISON; CHARALAMPOPOULQS, 2014).
Embora o leite contenha todos 0s nutrientes essenciais para seu crescimento, estes nem sempre
estdo em formas aceitaveis ou em concentragcdo 6timas. Varios aminoacidos que estimulam ou
sdo essenciais a multiplicacdo de bifidobactérias (por exemplo, arginina, glutamato, leucina,
triptofano, tirosina, cisteina e valina) estdo presentes em quantidades insuficientes ou compdem
peptideos (PUNIYA, 2015), o que os indisponibiliza para metabolismo.

O tempo prolongado de fermentagdo pode ocasionar alguns “defeitos” em leites
fermentados tais como sabor e aroma acéticos desagradaveis, separacdo do soro e textura
arenosa ou viscosa. Além disso, durante seu crescimento, bifidobactérias sdo incapazes de
produzir quantidades suficientes de &cido lactico para o desenvolvimento de leites fermentados
com o pH e acidez apropriados (PUNIYA, 2015). E importante ressaltar que para ser
considerado um leite fermentado conforme determina a legislacdo vigente no Brasil, o produto
deve ter acidez entre 0,6 a 2,0% (Norma FIL, 117A:1988 - BRASIL, 2007).

Apesar das dificuldades supracitadas de aplicagdo em produtos lacteos, o leite
ainda é a melhor matriz carreadora de bifidobactérias, dessa forma, alternativas para superar
estas limitacGes podem ser a ndo fermentacéo, associacdo com outras bactérias (utilizagdo como
co-cultura), concentracdo e secagem e/ou adiciona-las em outros produtos populares como
iogurte (PUNIYA, 2015).

Diante desse contexto, as bifidobactérias tém sido intensamente exploradas pela
industria de alimentos nas Gltimas trés décadas devido aos efeitos benéficos que exercem sobre
0 hospedeiro humano (GIOIA et al., 2014). Estudos em humanos e animais tém associado este
género ao estabelecimento de uma microbiota saudavel em recém-nascidos (WANG et al.,
2007; MOHAN et al., 2008), uma melhora na digestibilidade da lactose e consequente redugéo
na intolerancia a lactose (JIANG; MUSTAPHA; SAVAIANO, 1996; HE et al., 2007),
imunoestimulacdo (HE et al., 2002; MOHAN et al., 2008; DONG; YANG; WANG, 2010;
ZHANG et al., 2010); reducdo dos niveis de CT, LDL e triglicerideos e aumento de HDL
(KIESSLING; SCHNEIDER; JAHREIS, 2002; XIAO et al., 2003; BERNINI et al., 2016),
prevencéo de diarreia (SHU; QU; GILL, 2001; QIAO et al., 2002), prevencao de infecgbes
(GAGNON et al., 2006; SHIRASAWA et al., 2010; CHENOLL et al., 2011), producao de
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AGCC (JIANG; SAVAINO, 1997), tratamento de doencas inflamatdrias intestinais (KATO et
al., 2004), reducdo dos sintomas da sindrome do intestino irritavel (BRIGIDI et al., 2001;
GUGLIELMETTI et al., 2011), atividade antitumoral (SINGH et al., 1997), além de outros
beneficios.

Entre as espécies de bifidobactérias, B. animalis subsp. lactis tem sido destacada
por sua alta tolerancia em condigdes acidas. Devido a esta e outras propriedades tecnoldgicas
desejaveis, B. lactis é a espécie mais utilizada do género em produtos lacteos comerciais
(RAEISI et al., 2013).

1.2.2.3 Bifidobacterium lactis

A bactéria probidtica B. lactis foi originalmente descrita como uma espécie por
Meile e colaboradores (1997), no entanto, o estudo da similaridade molecular com B. animalis
evidenciou sua reclassificagdo como uma subespécie: B. animalis subsp. lactis (MASCO et al.,
2004).

Esta subespécie lactis é fenotipicamente distinta da subespécie animalis devido
a sua melhor habilidade de se reproduzir no leite e em sua maior tolerancia ao oxigénio
(caracteristica que a permite alcancar numeros elevados em produtos sob condicOes
anaerobicas) (MASCO et al., 2004). Por esse motivo, B. lactis tem sido estudada e aplicada em
produtos lacteos probidticos comerciais, bem como em suplementos alimentares e preparacdes
farmacéuticas.

Dentre as linhagens dessa espécie, B. animalis subsp. lactis Bb12 (BB-12%)
constitui a bifidobactéria mais documentada do mundo. Ela tem sido amplamente utilizada em
formulas infantis, suplementos dietéticos e produtos lacteos fermentados e seus efeitos
benéficos a saude tém sido demonstrados por meio de ensaios clinicos ha mais de 30 anos
(JUNGERSEN et al., 2014).

Por sua vez, a linhagem HNO19 foi isolada a partir de um iogurte produzido na
Nova Zelandia e posteriormente detectada pelo Instituto New Zealand Dairy Research que
rastreou sua extensa colecdo (mais de 2000 cepas) de lactobacilos e bifidobactérias em busca
de novas bactérias probidticas. Apds uma selecdo inicial, 200 cepas foram investigadas
minuciosamente. Destas, B. lactis HNO19 destacou-se e foi considerada um probidtico em
potencial, devido a sua capacidade de resistir a bile e a pH &cidos in vitro (PRASAD et al.,
1998).
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Desde sua descoberta, beneficios a salde de animais e humanos ja foram
estabelecidos e associados a linhagem HNO19, especialmente os relacionados ao incremento do
sistema imunomodulador (SANDERS, 2006). Diversos autores constataram um aumento na
resposta imunologica de roedores e humanos adultos e idosos por meio de uma suplementacéo
com B. lactis HN019 (ARUNACHALAM; GILL; CHANDRA, 2000; CHIANG et al., 2000;
GILL et al., 2001; GILL; RUTHERFURD; CROS, 2001; BOGSAN et al., 2014). Visto que a
interacdo entre células probidticas e enterdcitos tem sido descrita como um fator chave da
imunomodulacdo e o fato de B. lactis HNO19 demonstrar alta capacidade de adesdo em
diferentes tipos de células epiteliais humanas in vitro, tal propriedade pode ser associada aos
efeitos benéficos conferidos ao sistema imune (GOPAL et al., 2001; LIU et al., 2010).

Além da imunomodulacéo, foi verificada a inibicdo de bactérias patogénicas in
vitro e em animais por B. lactis HN019, bem como prevencdo de infecgdes, promocdo de
crescimento em criancas e efeitos favoraveis sobre composicdo corporal, perfil lipidico e
biomarcadores inflamatérios (SHU et al., 2000; GOPAL et al., 2001; SHU; GILL, 2001; SHU;
QU; GILL, 2001; SAZAWAL et al., 2004; BERNINI et al., 2016). Adicionalmente, tem sido
demonstrado, que B. lactis HNO19, dose-dependente, diminui o transito intestinal em sujeitos
com histérico de longo transito intestinal, além de conferir mudancas benéficas na microbiota
intestinal (GOPAL; PRASAD; GILL, 2003; AHMED et al., 2007; WALLER et al., 2011).

A fim de simplificar sua nomenclatura e comercializacdo, atualmente a Dupont
(HOWARU®BIfido) e a Fonterra (DR10™ ou DR20™) referem-se a linhagem supracitada como
B. lactis HN019. Apesar do consenso de que os beneficios de probioticos sdo linhagem-
dependente, de acordo com Milani e colaboradores (2013), o baixo nivel de variabilidade
genética apresentada pela subespécie B. animalis subsp. lactis revela implicacfes importantes
em termos do uso de varias linhagens como bactérias promotoras de satde. A aparente falta de
grandes diferengas genémicas entre as 10 linhagens analisadas por esses pesquisadores sugere

que estas podem exercer atividades de promogéo de saude similares.

1.3 PREBIOTICOS

O primeiro experimento com humanos cuja microbiota havia sido enriquecida
com lactobacilos apds o consumo de carboidratos foi descrito em 1921 (RETTGER; CHEPLIN,
1921). A posterior constatacdo de que o colon era dominado por microrganismos anaerobios,
muitos dos quais obtém energia fermentando substratos da dieta, deu inicio a pesquisa que

desempenhou um importante fundamento em varios projetos de microbioma (SAVAGE, 1977).
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Embora oligossacarideos dietéticos tenham sido utilizados ha muito tempo,
principalmente na Asia, com o objetivo de conferir beneficios a salide, o conceito de prebidtico
foi definido pela primeira vez em 1995 como “ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta
beneficamente o hospedeiro, estimulando seletivamente o crescimento e/ou atividade de um ou
de um ndmero limitado de bactérias ja residentes no colon” (GIBSON; ROBERFROID, 1995).
Tal conceito foi inicialmente embasado no termo probidtico, trocando o ‘pre’ por ‘pro’ que
significa “antes” ou “para”, uma vez que enquanto probidticos utilizam microrganismos Vivos,
prebioticos sdo substratos ndo vidveis que servem como nutrientes para microrganismos vivos
benéficos do intestino do hospedeiro, incluindo linhagens probioticas administradas e
microrganismos residentes (GIBSON et al., 2017).

A maior parte dos primeiros prebidticos avaliados em humanos e utilizados
comercialmente demonstraram estimular especificamente Lactobacillus e Bifidobacterium,
assim o termo "seletivamente” foi interpretado como se referindo principalmente a esses dois
géneros de bactérias probioticas, sendo a estimulacdo especifica de bifidobactérias - efeito
bifidogénico - considerada um dos principais efeitos de prebioticos. No entanto, uma vez que a
pesquisa inicial sobre ecologia microbiana intestinal era baseada em métodos convencionais,
dependentes de cultivo, os dados obtidos eram insuficientes para revelar a complexidade das
alteracbes microbianas induzidas por prebidticos. Métodos moleculares, que desde 2005
identificam uma maior gama de membros da microbiota intestinal, permitiram a apreciacao de
mais géneros bacterianos que podem utilizar alguns substratos prebidticos (FEENEY;
SLEATOR, 2012; GIBSON et al., 2017).

Nesse sentido, a Associacdo Cientifica Internacional de Probidticos e
Prebidticos (ISAPP) prop6s recentemente a defini¢do de prebidtico como “um substrato que é
utilizado seletivamente por microrganismos hospedeiros conferindo um beneficio de satde”.
Este novo termo esclarece que alvos prebioticos se estendem além da estimulacéo apenas de
bifidobactérias e lactobacilos e reconhece que os beneficios a saude podem derivar do impacto
sobre outros grupos microbianos benéficos incluindo, mas ndo se limitando a, Roseburia,
Akkermansia, Eubacterium ou Faecalibacterium spp. (HUTKINS et al., 2016; GIBSON et al.,
2017).

Apesar de os prebidticos ndo serem as unicas substancias que podem afetar a
microbiota, o critério de estimulacdo seletiva distingue os prebidticos de muitas outras
substancias. Por esse motivo, os prebidticos diferem da maioria das fibras alimentares, como as
pectinas e celulose, visto que estimulam o crescimento de uma variedade de microrganismos

intestinais (Figura 3). Um prebiotico deve, no minimo, ser resistente a digestdo do hospedeiro
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(por exemplo, acidez gastrica, hidrolise por enzimas e absor¢do gastrointestinal), ser altamente
fermentavel pelos microrganismos intestinais e estimular seletivamente o crescimento e/ou
atividade de bactérias intestinais associadas a satde e bem-estar (PANDEY; NAIK; VAKIL,
2015).

Figura 3. Distin¢do do que é considerado um prebiotico ou nao.

Estimulagdo seletiva de Substancias que afetam o
microrganismos hospedeiros microbioma
]

[ Prebidtico ] [ N3do Prebidtico ]
e Flomm | —
( kb ) dietética ( ( b 1
Y A J
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{ ClAse J{OligossacarideosJ { Altamente [ Menos Ji Proteinas

PUFAs do leite humano fermentavel fermentavel e lipideos
N

7
Oligossacarideos — } !
—FOS, inulina, Fendlicos e [

GOS, MOS E XOS fitoquimicos Antibidticos ] [ Vitaminas ]

Fonte: Adaptado de Gibson et al. (2017). CLA: acido linoléico conjugado; PUFA: &cidos graxos poli-
insaturados; FOS: fruto-oligossacarideos; GOS: galacto-oligossacarideos; MOS: manano-
oligossacarideos; XOS: xilo-oligossacarideos.

Vaérios carboidratos fermentaveis tém sido alvo de investigacdo e conferem um
efeito prebidtico, no entanto, os prebidticos dietéticos mais documentados por conferir
beneficios a salde em humanos sdo os oligossacarideos ndo digeriveis frutanos (fruto-
oligossacarideos (FOS) e inulina) e galactanos (galacto-oligossacarideos (GOS)) (RASTALL;
GIBSON, 2015).

Estes oligossacarideos sdo preferencialmente metabolizados por bifidobactérias,
devido ao fato de que as ligacdes glicosidicas de FOS e GOS séo facilmente degradadas pelas
enzimas B-frutanosidase ¢ B-galactosidase, respectivamente, as quais sdo predominantes no
género Bifidobacterium (SARBINI; RASTALL, 2011). Dessa forma, devido as suas
reconhecidas propriedades prebioticas, principalmente essa estimulacdo seletiva de
bifidobactérias no cdlon, FOS e GOS dominam a categoria de prebidticos, sendo 0s mais
estudados e utilizados no desenvolvimento de novos produtos alimenticios (GIBSON et al.,
2017).
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Embora os prebidticos atualmente estabelecidos sejam carboidratos nao-
digeriveis, outras substancias sdo candidatas a prebidticos. Nesse grupo, polifendis vegetais
constituem uma classe de compostos que pode atender aos critérios de prebioéticos, uma vez que
os beneficios a salde associados dependem da utilizagdo microbiana e dos metabdlitos
produzidos (DUENAS et al., 2015). Oligossacarideos do leite humano, além do estimulo de
bactérias benéficas, podem também conferir efeitos a salude que sdo independentes da sua
fermentacdo (como protecdo de infeccOes de bebés por meio da inibicdo da aderéncia de
patogenos as células epiteliais que revestem o TGI) (KULINICH; LIU, 2016). Além disso,
embora a maioria dos prebidticos atuais seja administrada por via oral, eles também podem ser
administrados diretamente a outros locais do corpo colonizados por microrganismos, Como 0
trato vaginal e a pele (GIBSON et al., 2017).

Visto que o mecanismo benéfico pode ser mediado por produtos metabolicos
microbianos, tanto as alterac6es da microbiota quanto os metabolitos devem ser investigados,
juntamente com os resultados de satde. Assim, os resultados metabolicos da utilizacdo seletiva
de um probidtico sdo fundamentais para o estabelecimento dos efeitos benéficos. Nesse
contexto, ja € bem estabelecido que os principais produtos do metabolismo dos prebioticos sao
0s AGCC, metabdlitos que influenciam varios aspectos da fisiologia do hospedeiro (KOH et
al., 2016).

Os efeitos a satde conferidos pelos prebidticos estdo evoluindo, mas atualmente
incluem beneficios para o TGI (por exemplo, inibi¢cdo de bactérias patogénicas, estimulacao
imunoldgica) (DRAKOULARAKOU et al., 2010; VULEVIC et al., 2015), cardio-metabolismo
(por exemplo, reducdo dos niveis lipidicos no sangue, efeitos sobre a resisténcia a insulina)
(BARENGOLTS, 2016), saude mental (por exemplo, metabdlitos que influenciam a funcéo
cerebral, energia e cognicdo) (SHERWIN et al., 2016) e salde Ossea (por exemplo,
biodisponibilidade mineral) (McCABE; BRITTON; PARAMESWARAN, 2015), entre outros.
Dentre esses, 0s mais explorados sdo 0s potenciais beneficios para a homeostase da glicose e
perfil lipidico por meio de mecanismos como armazenamento e gastos de energia a partir da
dieta, balango hormonal da saciedade, regulacdo da sintese lipidica e melhoria da resisténcia a
insulina e funcdo imunolégica (BESERRA et al., 2015).

1.3.1 Simbiéticos

Quando Gibson e Roberfroid introduziram o conceito de prebidticos, os dois

especularam quanto aos beneficios adicionais caso os prebioticos fossem combinados com
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probidticos para formar o que eles denominaram de ‘simbioticos’. Dessa forma, o termo foi
inicialmente definido como “misturas de probidticos e prebidticos que afetam beneficamente 0
hospedeiro por melhorar a sobrevivéncia e implantagdo de suplementos alimentares
microbianos vivos no TGI, estimulando seletivamente o crescimento e/ou ativando o
metabolismo de um ou um ndmero limitado de bactérias promotoras de saude, melhorando
assim 0 bem-estar do hospedeiro” (GIBSON; ROBERFROID, 1995). Desde a primeira
introdugdo desse conceito, o termo néo foi redefinido.

Nesse sentido, com base nesta defini¢do, existem dois tipos de abordagens
simbioticas: (1) Complementar, o probidtico é escolhido com base nos efeitos benéficos
especificos desejados no hospedeiro, e o prebiotico é escolhido de forma independente para
aumentar seletivamente as concentracdes de espécies benéficas da microbiota. O prebidtico
pode promover a multiplicacdo e atividade do probidtico, mas seria de forma indireta. (2)
Sinérgica, o probidtico é novamente escolhido com base nos efeitos benéficos especificos sobre
0 hospedeiro, mas o prebiotico € escolhido para estimular especificamente o crescimento e a
atividade do microrganismo probiético. Nessa abordagem, o prebiotico é selecionado para ter
uma maior afinidade com o probidtico e € escolhido para melhorar a sua sobrevivéncia e
multiplicacdo no hospedeiro. O prebiotico pode também aumentar os niveis de grupos benéficos
no TGI, mas o alvo primario € o probidtico ingerido (KOLIDA; GIBSON, 2010).

As linhagens probidticas mais utilizadas em formulagdes simbiéticas incluem
espécies de lactobacilos e bifidobactérias, assim como Saccharomyces boulardii e Bacillus
coagulans, enquanto os principais prebioticos compreendem oligossacarideos como FOS, GOS
e xilo-oligossacarideos (XOS), inulina e prebioticos derivados de fontes naturais como raizes
de chicdria e yacon (PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015).

E importante ressaltar que o desenvolvimento de combinagBes simbiGticas
clinicamente eficazes constitui um desafio, visto que varios requisitos devem ser atendidos, tais
como: determinacgdo de doses efetivas minimas de cada componente; inclusédo de controles
adequados (além de controles padrdo com placebo, os controles somente com probidticos e
prebidticos podem também ser necessarios para confirmar efeitos aditivos ou sinérgicos);
justificativa de como o pro- e prebidtico foram selecionados e combinados, entre outros
(KRUMBECK; WALTER; HUTKINS, 2018).

Vérios desafios sdo envolvidos também na avaliacdo de estudos clinicos
simbidticos. Tal como acontece com outros estudos com pro- ou prebioticos, as doses, duracéo
do tratamento, populagdes-alvo e as medidas dos efeitos do tratamento sdo muitas vezes

diferentes, e todos esses fatores podem afetar os resultados do tratamento avaliado (MUGAMBI
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et al., 2013). De acordo com Krumbeck, Walter e Hutkins (2018), embora existam muitas
publicacdes sobre simbidticos (mais de 140 apenas no ano de 2016), a literatura revela poucas
evidéncias de sinergismo entre pro- e prebidticos utilizados em estudos em humanos. Em
muitos casos, foram utilizadas linhagens probidticas que podem néo ter utilizado o respectivo
prebidtico. Mesmo quando as selecBes in vitro ou in situ de combinagbes simbidticas sdo
aplicadas, essas técnicas ndo levam em conta os fatores ecoldgicos que afetardo a linhagem
probidtica in vivo, nem como outros membros autdctones da microbiota intestinal podem
competir com o probiotico pelo substrato prebidtico.

Ainda assim, algumas revisGes e meta-analises descrevem efeitos benéficos
associados ao consumo de simbidticos, tais como equilibrio da microbiota intestinal, reducao
de infecgdes, e melhoria da funcdo hepatica, parametros lipidicos e resposta imune (FORD et
al., 2014; BESERRA et al., 2015; PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015; KASATPIBAL et al.,
2017). Apesar das muitas alegacGes de saude serem relatadas na literatura e haver um grande
apelo no mercado comercial, nenhuma alegacdo foi aprovada por agéncias reguladoras no

Brasil, Estados Unidos ou Europa.

1.4 METABONOMICA

A ideia de que fluidos bioldgicos refletem a satde do individuo é antiga. Na
Antiguidade, chineses utilizavam formigas para avaliar se a urina do paciente continha niveis
elevados de glicose e, portanto, detectar diabetes. Na Idade Média, caracteristicas como cor,
sabor e odor da urina eram utilizados na identificacdo de diversas condicdes clinicas (LINDON;
NICHOLSON, 2008). No entanto, o conceito de que individuos possuem um “perfil
metabdlico™ (termo cunhado por Hornings em 1971), o qual é refletido na composicéao de seus
biofluidos foi introduzido no inicio dos anos 50 por Roger Williams e colaboradores, quando
estes utilizaram cromatografia em papel para sugerir padrbes metabdlicos caracteristicos na
urina e saliva associados com doencas como a esquizofrenia (FAN; LANE, 2016).

Nesse contexto, a metabonémica, do grego, meta -mudancga e nomos - regras ou
leis, foi definida em 1999, como modelos quimiométricos que tém a capacidade de classificar
mudangas no metabolismo (NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999). Em 2001, foi também
introduzido o termo metaboldmica, inclusive, usado como sinénimo em alguns trabalhos, mas,
por definigdo, abordagens diferentes. Enquanto a metabolémica é definida como a andlise

gualitativa e quantitativa de todos os metabdlitos de um sistema (ROBERTSON, 2005), a
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metabondmica procura a impressao digital de uma perturbacéo e a partir dela, busca identificar
a quais metabdlitos enddgenos esta relacionada (NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999).

De maneira geral, os metabolitos sdo definidos como moléculas com massa
molar menor que 1 kDa presentes nos organismos, no entanto, macromoléculas como
lipoproteinas podem também ser consideradas metabolitos (LINDON; NICHOLSON, 2008).
Em humanos, os metabdlitos sdo comumente classificados como enddgenos (produzidos pelo
préprio organismo) ou exogenos e podem ser citados peptideos, lipidios, acidos graxos,
aminoéacidos, acidos nucléicos, carboidratos, acidos organicos, aminas biogénicas, vitaminas,
minerais, aditivos alimentares, drogas, cosméticos, contaminantes, poluentes e qualquer outro
produto quimico que os humanos ingerem, metabolizam, catabolizam ou entram em contato
(WISHART et al., 2018).

Uma importante fonte de metabdlitos intestinais é oriunda das transformacdes
de nutrientes da dieta tanto pelo hospedeiro quanto por sua microbiota (VERNOCCHI, et al.,
2012). De maneira geral, a microbiota intestinal metaboliza a entrada de substratos a partir do
hospedeiro, incluindo dieta e xenobioticos, em metabdlitos que podem entrar na corrente
sanguinea do hospedeiro e afeta-lo em sua satde. Por exemplo, farmacos terapéuticos podem
ser inativados ou convertidos em outros derivados com possiveis efeitos toxicos. Dessa forma,
mudancas nos substratos que entram no organismo, tais como probidticos, mudam o
reservatorio de substratos microbianos disponiveis e alteram o perfil de metabdlitos do

intestino, produzindo efeitos variaveis sobre o hospedeiro (URSELL et al., 2014).

1.4.1 Aplicacdo da Metabondmica na Ciéncia de Probidticos

A metabonémica baseia-se no principio de homeostase, uma vez que busca
estabelecer uma correlagéo entre o status bioquimico antes e depois de determinado estimulo
externo, ou seja, em um estado de doenca ou acao/intervencdo que promova uma alteragdo no
estado de equilibrio do sistema em analise (NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999).

Tem sido demonstrado que o metaboloma (conjunto completo de metabdlitos de
um sistema) (MARKLEY et al., 2017) pode refletir estados fisioldgicos e/ou patologicos. Por
exemplo, estudos recentes tém descrito assinaturas metabolicas associadas a obesidade,
incluindo altos niveis de aminoacidos (de cadeia ramificada e aromatica), bem como glicerol e
glicerofosfocolinas (HO et al., 2016; MENNI et al., 2017; PIENING et al., 2018). Acredita-se

que a perturbacdo no metabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada em individuos obesos
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e naqueles com resisténcia a insulina esteja relacionada a diferencas no catabolismo de
aminoacidos no tecido adiposo (MENNI et al., 2017).

Cirulli e colaboradores (2018) igualmente, destacaram uma profunda
perturbacdo do metaboloma na obesidade e identificaram uma assinatura do metaboloma que
pode ser Gtil para examinar a salde metabdlica sem as limitagcdes das medidas antropomorficas
(tais como IMC) ou do custo e tempo que 0s equipamentos de imagem requerem.

De acordo com Neeland, Poirier e Despre’s (2018), essa caracteriza¢ao dos
metabolitos associados ao sobrepeso e obesidade pode fornecer informacGes sobre 0s
mecanismos que levam a essa doenca e consequéncias associadas. A avalia¢do longitudinal do
ganho de peso ao longo do tempo poderia entdo indicar se ha alteracdes metabdlicas que causam
obesidade — ou seja, se 0s niveis atuais de metabolitos podem prever mudancas futuras de peso
- ou se todas as alteracGes metabolicas associadas a obesidade sdo consequéncia de mudancas
de peso. Na prética, as perturbacdes do metaboloma geralmente aparecem como consequéncia
de alteracBes no peso ao invés de ser um fator contribuinte, ou seja, os niveis de metabo6litos
ndo fornecem poder preditivo para futuras mudancas de peso (CIRULLI et al., 2018).

Ja na pesquisa nutricional, a metabondmica é uma ferramenta biol6gica poderosa
no estudo da complexa relacdo entre a intervencdo nutricional e o metabolismo, uma vez que
pode fornecer o ponto final das consequéncias de uma intervencdo, além de permitir a
compreensdo de como os metabélicos sdo impactados por diferentes intervengdes (WANG et
al., 2018).

Os produtos gerados pelo metabolismo das bactérias que comp&em a microbiota

e seu papel na manutencdo da salde e tratamento de doengas cronicas, utilizando como
mecanismo a alteracdo da dieta, sdo um dos alvos de pesquisas recentes, como porexemplo no
que se refere ao impacto do uso de linhagens probioticas na alimentacdo (WANG etal., 2018).
Ja é bem estabelecido que o0s probidticos podem interagir com 0s
microrganismos intestinais do hospedeiro e induzir mudangas na composi¢éo da microbiota que
séo benéficas a saude. No entanto, uma vez que 0s microrganismos intestinais diferem
acentuadamente entre os individuos, os perfis de metabdlitos que eles produzem podem ser
altamente variaveis (CHUNG et al., 2018). Nesse contexto, a metabondmica demonstra ser uma
ferramenta Gtil para uma melhor compreenséo dos efeitos de uma terapia probiotica.

Diversos estudos utilizaram as abordagens metabonémica/metabolémica, em
humanos e animais, para avaliar as relagdes entre o consumo de probioticos e condi¢gdes como
doenca inflamatoria intestinal (DIl) (HONG et al., 2010; HONG et al., 2011; PEDERSEN et

al., 2011), doenca hepatica (SHI et al., 2015), doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
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(DHGNA) (MICCHELI et al., 2015), cirrose (BAJAJ et al., 2014), envelhecimento (BRASILI
et al., 2013), mastite (VAZQUEZ-FRESNO et al., 2014) e obesidade (KIM et al., 2017). Em
suma, os resultados desses trabalhos demonstraram que o consumo de probidticos pode
influenciar os metabolitos em biofluidos, tecidos e 6rgdos humanos, por meio da alteracédo de
AGCC, aminoacidos e acidos organicos, 0s quais sdo importantes para funcdes fisioldgicas
basicas no corpo humano.

Na pesquisa de Kim e colaboradores (2017), o efeito dos probidticos na perda
de peso foi investigado em 66 individuos obesos que consumiram Lactobacillus curvatus
HY7601 e Lactobacillus plantarum KY1032. Os soros dos individuos foram analisados por
UPLC-MS e foram detectados niveis significativamente aumentados de octenoilcarnitina
(C8:1), tetradecenoilcarnitina (C14:1), decanoilcarnitina (C10) e dodecenoilcarnitina (C12:1)
apos consumo dos probidticos. Foi sugerido entdo que o consumo dos probidticos poderia
reduzir o peso e a adiposidade aumentando as acilcarnitinas de cadeia média. Ahn e
colaboradores (2015), também haviam constatado que o consumo das duas linhagens HY7601
e KY1032 poderia reduzir o risco de doencas cardiacas ao diminuir o nivel de triglicerideos em
pacientes com hipertrigliceridemia. Esses dois lactobacilos poderiam, dessa forma, exercer
efeitos benéficos sobre a obesidade e a sindrome metabdlica. No entanto, até o0 momento, ndo
se tem conhecimento do estudo de bifidobactérias e seus possiveis impactos no plasma

sanguineo de individuos com sobrepeso.

1.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear na Metabonémica

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica espectroscdpica, ou
seja, se baseia na interacdo entre a radiacdo eletromagnética e a matéria. Em particular, a RMN
de hidrogénio (RMN de 'H) € utilizada na metabondmica devido ao seu alto desempenho, uma
vez que um grande numero de metabolitos contém atomos de hidrogénio (FAN; LANE, 2016).

Dessa forma, embora a espectroscopia de RMN seja teoricamente complexa, a
peculiaridade da RMN de !H, entre outros métodos espectroscopicos, baseia-se em sua
capacidade de detectar simultaneamente, mesmo em estruturas bioldgicas complexas, todas as
moléculas que contém atomos de hidrogénio e associar diretamente as intensidades de cada
pico ao nimero de hidrogénios implicitos aquele sinal (SCANO et al., 2019).

Desde a descoberta do fenémeno da RMN em s6lidos e liquidos (BLOCH, 1946;
PURCELL; TORREY; POUND, 1946) e do estudo pioneiro de Seeley e colaboradores (1976)

que utilizaram a técnica na determinacdo de metabolitos em amostras bioldgicas, a
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espectroscopia de RMN tem provado ser uma ferramenta poderosa na elucidacdo da estrutura
de substdncias quimicas organicas, seguida de determinacdo estrutural e dindmica de
macromoléculas e, mais recentemente, determinacéo e quantificagdo de metabolitos no campo
da metabonémica/metabolémica (FAN; LANE, 2016).

De fato, as abordagens analiticas mais utilizadas na analise do metaboloma em
amostras bioldgicas séo a Espectroscopia de RMN e a Espectrometria de Massas (EM), devido
a capacidade das duas técnicas de detectar centenas de metabdlitos em uma unica medida. Na
literatura, a metaboldmica foi inicialmente empregada por cientistas que estudavam plantas,
habituados a utilizar EM; por sua vez, a metabondmica foi empregada pelo grupo do Imperial
College of London, que quase exclusivamente utilizava espectroscopia de RMN em seus
trabalhos. No entanto, ha casos do uso inverso (ROBERTSON, 2005).

Embora ofuscada atualmente pela MS em termos de nimero de compostos
resolvidos, a espectroscopia de RMN oferece vantagens quando utilizada sozinha e também
acoplada a MS (MARKLEY et al., 2017). Entre as vantagens e caracteristicas, podem ser
citadas: (1) A RMN ¢ altamente reprodutivel e quantitativa; uma anica referéncia interna é
suficiente para a quantificacdo absoluta de metabdlitos; (2) Uma combinacédo de técnicas de
RMN permite a identificacdo inequivoca de estruturas de metabdlitos desconhecidos, o que é
importante considerando que a maioria dos metaboélitos detectados em misturas biolégicas
complexas é desconhecida; (3) A RMN possibilita a analise de biofluidos e tecidos intactos,
sem necessidade de separacdo ou preparacdo de amostras, 0 que representa uma grande
vantagem, uma vez que fatores associados a preparacdo e separacdo de amostras contribuem
para a variabilidade analitica e representam um grande “gargalo”; (4) a RMN nao ¢ destrutiva,
0 que significa que a amostra permanece intacta apds a analise e pode ser usada para reanalise
ou analise usando outros métodos como a EM; (5) A RMN possui capacidade inigualavel de
rastrear vias metabolicas e medir fluxos metabdlicos utilizando substratos marcados com
isétopos; (6) A RMN oferece oportunidades Unicas para traduzir as descobertas in vitro para
aplicagdes clinicas in vivo; (7) A RMN oferece vantagens para compostos que séo dificeis de
ionizar ou requerem derivatizacdo para EM, além de permitir a identificacdo de compostos com
massas idénticas; e, finalmente, (8) os perfis de metabdlitos obtidos por RMN sdo virtualmente
independentes do operador e do instrumento utilizado, o que proporciona um alto grau de
confiabilidade aos resultados derivados (GOWDA, RAFTERY, 2015; MARKLEY et al.,
2017).

No entanto, apesar das muitas caracteristicas benéficas para uso na

metaboldémica, aresolucdo limitada e a baixa sensibilidade da RMN, juntamente com as
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dificuldades associadas a identificacdo de metabolitos desconhecidos (particularmente os de
baixa concentragdo), representam um grande desafio para desvendar a complexidade das
misturas bioldgicas. Por exemplo, 0 nUmero de metabdlitos detectdveis por RMN em uma
amostra de plasma sanguineo ou soro € restrito a 30 (ou menos), 0 que € muito menor do que o
numero real de metabolitos no sangue (GOWDA, RAFTERY, 2015). Ainda assim, a RMN é
amplamente empregada na metabondmica/metabolomica ao fornecer uma “janela” para
observar e quantificar os compostos mais abundantes presentes em fluidos biol6gicos.

Concomitante ao desenvolvimento dessas abordagens, tornou-se necessario o
desenvolvimento de bancos de dados metabolémicos. Em 2007, o primeiro esboco do
metaboloma humano foi completo. Cientistas canadenses catalogaram na época cerca de 2200
metabdlitos encontrados no corpo humano e com isso foi criado o The Human Metabolome
Database (HMDB). Nos tltimos 10 anos, 0o HMDB tornou-se a maior e mais abrangente "base
de dados" metabolémica do mundo com mais de 100 mil metabdlitos descritos, sendo
considerado um dos principais recursos para estudos metabélicos humanos (WISHART et al.,
2018), entre outros como DrugBank, The PubChem Project (PubChem), Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEEG) e Chemical Entities of Biological Interest (ChEBI).

Por fim, salienta-se que, para obter informacdes com boa reprodutibilidade, os
parametros experimentais devem ser ajustados e a quimiometria, definida como aplicacdo de
métodos estatisticos ou matematicos em dados quimicos, deve ser utilizada como ferramenta
de auxilio. Em virtude da grande quantidade de dados obtidos a partir dos espectros de RMN,
de dificil interpretacdo visual, faz-se necessario a aplicacdo apropriada de técnicas de analise
univariada e multivariada para extracao de informacdes relevantes dos dados e a fim de fornecer
conhecimento biolégico sobre o problema estudado (SACCENTI et al., 2014).

Nas analises multivariadas, a classificacdo e discriminacdo de metabdlitos
responsaveis por diferenciar os grupos de amostras sdo realizadas por meio da avaliagdo do
conjunto da matriz dos dados extraidos. De maneira geral, sdo aplicados métodos néo
supervisionados, como analise de componentes principais (PCA, do inglés, principal
component analysis), e métodos supervisionados, como andlise discriminante por minimos
quadrados parciais (PLS-DA, do inglés, partial least squares discriminant analysis), e
projecdes ortogonais para estruturas latentes (OPLS-DA, do inglés, orthogonal partial least
squares discriminant analysis) (SACCENTI et al., 2014). A partir dos resultados das analises
de PLS-DA, a identificagédo dos compostos pode ser realizada por meio da pesquisa em bancos

de dados metabol6micos e/ou comparacdo com a literatura existente.
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ABSTRACT

Bifidobacterium lactis HN019 was monitored for its viability and acid production during milk
fermentation and cold storage. Milk was fermented for 72 h at 37°C, and the shelf life of the
resulting probiotic milk was evaluated at 4°C for 30 days. Additionally, lactic and acetic acid
and lactose content during fermentation were measured by in situ quantitative proton nuclear
magnetic resonance spectroscopy (isq *H NMR), and the sensorial acceptance of the fermented
milk was evaluated by 80 panelists. The pH of the milk fermented by B. lactis HNO019 reduced

from 6.36 to 3.97 after 72 h of incubation. Viability of the evaluated strain was maintained
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above 9.21 up to a decrease to 8.85 log colony-forming units (CFU)/mL after 48 h of
fermentation. With respect to metabolism, isq *H NMR revealed that the acetic and lactic acid
content increased from 0.47 + 0.06 g/L to 16.36 £ 1.86 g/L and 2.59 + 0.10 g/L t0 9.40 + 0.18
g/L, respectively, indicating high production of acetic acid by HNO019 during 72 h of
fermentation. On the other hand, lactose content decreased throughout the fermentation period.
In fact, strain HNO19 showed a high content of acetate throughout fermentation; however,
exhibited the stability required in fermented milks with high viable cell counts and low activity
of post-acidification during the shelf life. In sensory evaluation, the panelists preferred the
probiotic milk fermented for eight h because after 72 h the acetic flavor was already perceptible.
Keywords: probiotics, organic acids, quantitative *H NMR spectroscopy, fermented dairy

products.

2.1 INTRODUCTION

Fermented milks containing probiotics have been extensively explored commercially. Of
these dairy products, products obtained using Bifido strains are an important category
worldwide. In fact, Bifidobacterium is one of the most important groups of probiotic cultures
used in fermented milk production owing to their well-documented health-promoting properties
in the human host (Urita et al., 2015; Meng et al., 2016). However, production of fermented
milk using bifidobacteria is a great challenge in the dairy industry because milk is not a suitable
matrix for the growth of this genus as they lack essential proteolytic activity (Prasanna et al.,
2014). Thus, a longer fermentation time may be necessary, resulting in some deffects, such as
sandy or slimy texture, yeasty or vinegary taste, or insufficient aroma (Sreeja and Prajapati,
2015).

Bifidobacterium is not included in the traditional lactic acid bacteria (LAB) group owing

to its genetic and physiological unrelatedness. However, for practical and traditional reasons, it
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is considered as belonging to the LAB order (Russel et al., 2011). Moreover, bifidobacteria
differ from other colonic genera with respect to the mechanism employed to ferment
carbohydrates (Mayo et al., 2010). Bifidobacteria metabolize hexoses using the “bifidus
pathway”, whose key enzyme is fructose-6-phosphate phosphoketolase (F6PPK), which leads
to a theoretical molar ratio of acetate to lactate of 3:2 (Scardovi et al., 1971). Furthermore, it
has been suggested that the proportion of the final fermentation products varies considerably
from one strain to another and is dependent on the carbon source used and the growth phase
(Oliveira et al., 2009).

Bifidobacterium lactis HNO19 is a commercial probiotic strain with beneficial effects
such as prevention against infections (Shu and Gill, 2001; Gopal et al., 2001); positive changes
in the intestinal microbiota (Ahmed et al., 2007); decrease in whole gut transit, gut discomfort
conditions in adults (Waller et al., 2011); decrease in obesity, blood lipids, and inflammatory
markers in patients with metabolic syndromes (Bernini et al., 2016); and immunity
enhancement, as reported by multiple studies (Sanders, 2006; Bogsan et al., 2014; Miller et al.,
2017).

Additionally, HNO19 strain exhibits interesting characteristics, such as oxygen, bile, and
acid tolerance, rendering this microorganism adequate for industrial utilization in fermented
milks (Sanders, 2006). Therefore, this strain is sold as a probiotic culture and is commonly used
in association with starter cultures in the formulation of dairy products.

Monitoring the organic acid content in milk fermented using different Bifidobacterium
strains is important for dairy technology, either as an indicator of fermentation or as a means to
evaluate strain efficiency (Bouteille et al., 2013). Thus, in situ quantitative proton nuclear
magnetic resonance spectroscopy (isq H NMR) has been tested to evaluate bacterial

metabolites in dairy gels (Bouteille et al., 2013). Moreover, NMR is a nondestructive method
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and a qualitative and quantitative tool that does not require separation or chemical modification
(Gowda and Raftery, 2015).

Although a high level of documentation about B. lactis HNO19 identity, safety and health
effects on the host (Meile et al., 1997, Masco et al., 2004; Zhou and Gill, 2005; Dekker et al.,
2009), there is limited published information concerning its metabolism or the technological
production in dairy products. Herein, we report the efficiency of the HNO19 strain, the viability
and acidification during milk fermentation and cold storage, as well as, the effect of acid
production on sensory acceptance. In addition, lactic and acetic acids production and lactose

consumption were quantified by isq *H NMR.

2.2 MATERIALS AND METHODS
2.2.1 Sample, Microorganism and Chemicals

Skim milk powder was acquired from Confepar (Londrina, PR, Brazil) and the culture B.
lactis HNO19™ (also known as HOWARU® Bifido) was purchased from DuPont™ Danisco
AJS (Copenhagen, Denmark). Analytical standard chemicals (S)-2-hydroxypropionic acid (L-
(+)-lactic acid), acetic acid solution for HPLC, D-Lactose monohydrate (4-O-p-D-
galactopyranosyl-D-glucose), TSP [3-(trimethylsilyl) propionic-2,2,3,3-d4 acid], and 98.0%

sodium hydroxide were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany).

2.2.2 Production of Fermented Milk

Milk was prepared by adding 10% (w/v) of skim cow milk powder (Confepar, Londrina,
PR, Brazil) to water and then thermally treated at 121°C for 15 min, followed by cooling to
37°C in an ice bath. The freeze-dried culture was added through Direct Vat Inoculation (DVI),
with mass percentage of 0.25% wi/v [11 log colony forming units (CFU)/mL] (Bernini et al.,

2016), and the inoculated milk was incubated at 37°C for 72 h. The viable microbial count, pH,
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TA, and organic acid and lactose content were determined by NMR in the milk after 0-12 h
(every 2 h), 12-24 h (every 4 h), 48 h, and 72 h of incubation. Three replicates of each
fermentation were performed, and the experiments were performed in triplicate. From the
bacteriological incubator, the samples were collected and then subjected to viable count
measurement and chemical analysis. Additionally, three aliquots of each time point were frozen

immediately at —18°C (£1°C) in Eppendorf tubes to minimize bacterial activity.

2.2.3 Determination of pH and TA
The pH of the samples was measured using a pH meter (Kasvi, Curitiba, PR, Brazil). TA

was determined using the potentiometric method determined by AOAC (2012).

2.2.4 Detection of Viable Cell Counts of Bifidobacteria

Samples of fermented milk were ten-fold serially diluted with sterile 0.1% (w/v) peptone
water until proper dilution. Then, viable cell counts of the probiotic strain HNO19 were
determined on De Man Rogosa Sharpe (MRS) agar enriched with L-cysteine as the reducing
agent as previously described (Casteele et al., 2006) with modifications; specifically, the
concentration of L-cysteine was increased to 0.3% because no growth was observed at 0.05%.
Petri dishes were incubated for 72 h at 37°C under anaerobiosis (Anaerobac of Probac®). The

results were expressed as CFU/mL of fermented milk.

2.2.5 Effect of Cold Storage on Probiotic Survival

Based on preliminary results, fermentation was performed in a single bottle cap for 12 h
at 37°C. After fermentation, the product was placed in 50-mL sterile Falcon plastic tubes and
stored at 4°C for 30 days. Samples were taken at seven-day intervals, and pH, TA, and viable

cell counts were determined.
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2.2.6 Sensory Analysis

The study involving humans was conducted according to the Declaration of Helsinki and
was approved by the Ethical Committee on Human Research of the Universidade Norte do
Parana, PR, Brazil (process number 67602217.1.0000.0108) (ANEXO I1).

Sensory analysis of the probiotic fermented milk was performed after 8 h and 72 h of
fermentation using individual booths with white light. Fifty milliliter of each fermented milk
sample was packed in plastic white cups at 4 + 1°C and identified with random three-digit
codes. The untrained panelists (n = 80) included students and members of the staff of the
University Campus. The panelists were asked to evaluate both samples to identify the most
acidic sample by means of the paired comparison test (forced choice test). The paired preference
test was also performed to determine the preferred sample. Finally, the purchase intent test was
conducted using the following five-point scale: 5, “definitely buy”; 4, “probably buy”; 3, “may

or may not buy”; 2, “probably not buy”; and 1, “definitely not buy”.

2.2.7 Analytical Method
2.2.7.1 Calibration curves for isq *H NMR

Standard solutions of acetic acid, lactic acid, and lactose were prepared in Milli-Q water
from authentic and new stock solutions of the highest purity available. Five standard solutions
were obtained for each metabolite with concentrations of acetic acid ranging from 0.8 to 46.86
g/L, lactic acid ranging from 0.8 to 16 g/L, and lactose ranging from 2 to 85.4 g/L. These
concentration ranges were chosen in accordance with the average concentrations found in milk

fermented by bifidobacteria (Dstlie et al., 2003; Hu et al., 2007).
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2.2.7.2isq 'H NMR

Immediately prior to measurements, fermented milk samples from 12 time points
(between 0 and 72 h) were thawed and homogenized by thorough vortexed for approximately
1 min. Aliquots of 500 pL of each sample were introduced into 5-mm NMR glass tubes (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, Mo., USA). A sealed glass capillary tube containing a solution of
0.48% TSP in D20 (deuterium oxide; 99.9% atom D; Sigma Aldrich) was also introduced into
each NMR tube as the internal chemical shift reference. NMR experiments were performed
using a 400.13 MHz Bruker spectrometer (Mod. Avance Ill, Bruker Biospin, Karlsruhe,
Germany) equipped with a 5-mm multinuclear Broaband Inverse Probe (BBI). All spectra were
acquired using the same parameters: 16 scans of 32k data points, spectral width of 4 kHz,
recycle delay of 25 s per scan, flip angle of 90°, and requiring 8 min and 19 s per sample. All
spectra were also recorded at a temperature of 298 K. The resulting spectra were phased,
baseline corrected, and then calibrated for TSP at 0.00 ppm using TopSpin software version

3.5.7 (Bruker Biospin, Karlsruhe, Germany).

2.2.7.3 Quantitative analysis by integration

Lactic and acetic acid and lactose NMR signals were integrated in TopSpin version 3.5.7.
Integration was performed both for the reference spectra with known concentrations of the
analytes and for the milk spectra. The resulting data of standard solutions were plotted to
produce graphs of integral area versus analyte concentration. The equations for the calibration
curves were then developed by least square linear regression so that the sample concentration

could be computed directly.
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2.2.8 Statistical Analyses

Results of pH, TA, and viable cell counts were analyzed by one-way ANOVA. The
samples were compared over different times of fermentation and during various days of cold
storage. Mean values were then compared using the Tukey’s test at P < 0.05 by Statistica
software version 10.0 (StatSoft South America, SP, Brazil). For sensory analysis, the directional
difference test (forced choice procedure) was used to determine the consumer’s ability to detect
the difference in acidity between the fermented milk samples and preferred sample (ASTM

International, 2008). P < 0.05 was considered statistically significant.

2.3 RESULTS AND DISCUSSION
2.3.1 Growth and Acidification Profile during Milk Fermentation
After 72 h of fermentation with B. lactis HNO19, fermented milk had pH values ranging

from 6.36 to 3.97, whereas TA increased from 0.22% to 1.92% lactic acid (Table 1).

Table 1. Growth and changes in pH and titratable acidity (TA) during milk fermentation with B. lactis

HNO019 at 37 °C. Results are expressed as mean value * standard deviation, n = 9.

#kMeans within a column with different superscripts letters differ (P < 0.05) among time of

fermentation.

Time (Log pH TA (%)

(hour) CFU/mL)
0 9.21+0.18*  6.36 £0.03" 0.22 £0.01%
2 9.25 +0.29° 5.72 +0.10° 0.29 +0.02
4 9.29 +£0.05? 5.14 £ 0.03° 0.50 + 0.02'
6 9.33+0.11° 4.91 +0.02¢ 0.65+0.01"
8 9.47+£0.11° 4.74 +0.01° 0.81 +£0.028
10 9.46 +0.042 4.63 +0.03" 0.98 + 0.02f
12 9.49 + 0.08? 4.52 +0.03¢ 1.10+0.11¢
16 9.44 +£0.18? 4.40 £0.01" 1.18 £ 0.05°
20 9.34 + 0.10? 4.31 +0.01' 1.36 + 0.01¢
24 9.36 £ 0.07? 4.25 +0.04' 1.50 +0.01°
48 9.29 £ 0.09? 4.14 +0.02 1.71 +£0.09°
72 8.85 +0.22° 3.97 +0.05% 1.92+0.17%
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We observed that the time to complete fermentation, i.e., the time required to reach pH
4.5, was 12 h with TA of 1.1% lactic acid, demonstrating the poor acidification performance of
strain HNO19 when compared to that of traditional yoghurt starter cultures (Bouteille et al.,
2013). Nevertheless, the desired characteristics for fermented milks were reached (pH about
4.5 and titratable acidity higher than 0.6% to 2%), according to the FIL norm n° 150:1991
recommended in the Codex Alimentarius.

Despite the slow growth (Table 1), strain HNO19 persisted in high levels in the milk
matrix without significant multiplication until 48 h (P > 0.05), although lactose consumption
and the production of the organic acids, characteristics of fermentation, occurred (Figure 2),
thus, confirming its higher tolerance to acidic conditions (Prasad et al., 1998). In fact, because
of this advantageous technological property, the species B. lactis is more suitable to be used in
fermented dairy products in comparison to other Bifidobacterium species (Gueimonde et al.,
2004). The final pH of 3.97 after 72 h of fermentation and the time required to reach pH 4.5
(approximately 12 h) are in agreement with other reported data of cow milk fermented with B.
lactis Bb12 at 37°C (@stlie et al., 2003). However, another strain, B. lactis BL 04, persisted for
the longest time to complete fermentation (16.3 h), proving that the metabolism of
bifidobacteria is strain-dependent (Oliveira et al., 2009).

The low pH observed after 48 h and the accumulation of organic acids probably decreased
the specific growth rate of strain HN019. Usually, milk is not a suitable matrix for the growth
of bifidobacteria because amino acids and low molecular weight peptides are only present at
low concentrations (Prasanna et al., 2014). Furthermore, other species of bifidobacteria, such
as B. animalis subsp. animalis, invariably require strict anaerobiosis and a low redox potential
in the early phase of growth; however, strains of B. animalis subsp. lactis exhibit elevated
oxygen tolerance, allowing multiplication at a higher rate under non-anaerobic conditions

(Meile et al., 1997; Masco et al., 2004).
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In this context, B. lactis HNO19 has showed an excellent survival rate (93.25%) after 72
h, and the concentrations (up to 9 logs) since the first hours were around one logarithmic cycle
highest to those reported by other authors who evaluated different B. lactis strains at 37°C
(Dstlie et al., 2003, Prasanna et al., 2012). The observed stationary phase since the beginning
and the high probiotic counts can be attributed to the inoculation method (DVI) adopted in this
study, which is similar to the industrial or commercial process. In fact, as bifidobacterial
cultures are supplied in a highly concentrated form, usually meant for Direct Vat Set (DVS)
application, the use of these DVS cultures avoids the need for propagating this culture at the
production site. We herein noted that this DVS method presented highest counts and rate of
acidification compared to a previous study by our group using DVI for B. lactis HNO19 as the
pre-culture (10% v/v) added to skim milk (Bernini et al., 2016).

Finally, in order to be functional, bifido milk should contain viable bifidobacteria in high
numbers during production and storage (Sreeja and Prajapati, 2015). Although minimal
effective doses should be established for each probiotic product, because probiotic effects are
strain-specific and may vary depending on the population group and health status (Bertazzoni
etal., 2013), B. lactis HNO19 was detected above the recommended levels in many studies that
indicates at least 108 and 10° CFU per serving in the product to be consumed (Shah, 2000;

Bernini et al., 2016; Meng et al., 2016).

2.3.2 Cold storage viability and post-acidification

B. lactis HNO19 showed high viability over 30 days of refrigerated storage as samples
had counts above 9 log CFU/mL throughout the storage period. The strain remained stable
throughout 30 days and was not affected by storage time (P > 0.05; Table 2). These constant

counts recorded during the shelf life are similar to those reported by other studies involving
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milk fermented with B. lactis BB-12 and B. lactis BL 04 (Oliveira et al., 2009; Casarotti et al.,

2014).

Table 2. Stability (pH, titratable acidity (TA) and viable cell counts) of a ferment milk by B. lactis
HNO019 (for 12 hours) during cold storage (30-day refrigerated at 4 °C). Results are expressed as mean

value + standard deviation, n = 9.

Parameter Storage time (days)

0 1 7 14 21 30
Counts (Log 9.28+0.08° 9.30+0.10° 9.12+0.27% 9.24+0.228 9.25+0.11* 9.13+0.18?
CFU/mL)

449 +0.05° 455+005° 456+0.06° 4.51+0.02° 456+0.06% 4.56+0.032
1.07+0.27¢ 1.08+0.26* 1.09+0.24* 1.15+0.31* 1.17+0.332 1.18 +0.31°

#bMeans within a row with different superscripts letters differ (P < 0.05) among days of storage.

According to Russel et al. (2011), an important property of a probiotic culture is the
ability to survive in the carrier material, as this ensures that the probiotic bacteria remain viable
and retain their metabolic activity. B. animalis subsp. lactis persisted significantly longer in
fermented milk under different conditions compared to B. longum and B. infantis (Jayamanne
and Adams, 2009; Florence et al., 2016). These data indicate that strains of B. lactis, such as
HNO019, used in this study, exhibit a high ability to withstand environmental stress conditions,
such as acidic environment and low temperatures.

The pH of the fermented milk remained stable and acidity was maintained after 30 days
of cold storage, as a low rate of post-acidification was observed without statistical significance
(P >0.05; Table 2). Post-acidification is an important factor for the shelf life of fermented milks
because survival of probiotics is affected considerably by pH and TA of the products
(Mortazavian et al., 2010). A very low pH value increases the concentration of undissociated
organic acids in fermented products, thereby enhancing the bactericidal effect of these acids

(Tripathi and Giri, 2014).
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2.3.3 Sensory analysis

Bacteria of the genus Bifidobacterium usually produce high concentration of components
that may contribute negatively to taste and aroma, e.g., vinegar flavor (Mohammadi et al.,
2011). Therefore, we evaluated whether consumers could identify higher acidity with the
fermentation time and the effect of acidification on sensory preference of the probiotic milk.

The forced choice test of both probiotic milks after 8 h and 72 h of fermentation showed
a significant difference (P < 0.05) between the samples. A high number of panelists (88.75%)
detected higher acidity as the fermentation time increased (72 h of fermentation). Additionally,
62.5% of panelists preferred the less acidic sample (8 h of fermentation).

Regarding the purchase intention for the milk fermented for 8 h, 65% of the panelists
voted as “may or may not buy”, “probably buy”, or “definitely buy” the product (sum of scores
3,4, and 5 of purchase intention test, respectively), whereas 35% of the panelists voted as would
“probably not buy” and “definitely not buy” for the product (sum of scores 1 and 2). In contrast,
for the milk fermented for 72 h, 52.5% of the panelists voted as “probably not buy” and
“definitely not buy” for the product. These results indicate that the development of fermented
milk by B. lactis HNO19 for 8 h of fermentation had a higher acceptability than that for milk
fermented for 72 h and may be preferable because of its desirable sensory characteristics
compared to those of milk fermented for a long period, whose acetic acid concentration is higher
(Figure 2A).

Additionally, organoleptic effects of the in-bottle sterilization treatment used in this study
included a sterilized-caramelized flavor and browning caused by the Maillard reaction. In this
case, both effects are desired as the slightly caramelized flavor of fluid fermented milk is

appreciated by consumers, and the yellowish coloring exempts the use of added colorants.



80

2.3.4 Determination of organic acids and lactose in fermented milk by isq *H NMR

The selected proton NMR signals for this study were integrated within the chemical shifts
(resonances) ranges of 6 1.20-1.40 (methyl protons of lactic acid), ¢ 1.85-2.05 (methyl protons
of acetic acid), and ¢ 3.85-3.20 (lactose). The assignments of these chemical shifts were in
agreement to the NMR data reported for reference samples of the same compounds (Nord et
al., 2004; Bouteille et al., 2013). Figure 1 shows the spectra of milk samples at different times
after bifidobacterial inoculation. In these spectra, acetic and lactic acid resonance intensities

increased with time, whereas lactose resonance intensities decreased with time.

(A)

‘ Inoculation time
_J WH}V}L"L;'

(B)

12h of fermentation

~/ f\f/l \f\u& _JL - S

©)
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A A |
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Figure 1. In situ quantitative proton nuclear magnetic resonance spectra of milk under fermentation by
B. lactis HNO019 at 37°C recorded at inoculation time (A), 12 hours (B) and 72 hours after inoculation

(C). The area of the resonance of the doublet at 1.33 ppm (lactic acid), as well the area of the singlet at
2.00 ppm (acetic acid) increases with time while the area of the resonance between 4.00 ppm and 3.11

ppm (lactose) decreases with time of fermentation.
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To determine the concentration of these metabolites, calibration curves were prepared,
and the areas of the following *H NMR signals were then used as a function of the concentration
of each metabolite for integral calibration: the doublet at 1.32 ppm (lactic acid); the singlet at
1.97 ppm (acetic acid), and the triplet at 3.25 ppm (lactose). Equations were formulated using
the linear least square regression method and used for separately computing the concentration
of lactic acid, acetic acid, and lactose in fermented milk.

It is important to note that lactic and acetic acid and lactose yielded signals in regions
relatively free from other signals and, consequently, allowed their accurate quantification by
integration of the spectrum of the milk samples. However, when there are small drifts in
chemical shift for a signal between spectra due to, for instance, pH variations, as observed in
the fermented milk of this study, there may be high integration errors if the same integration
range is used for all spectra (Bharti and Roy, 2012). We concluded that the best result was
obtained when each signal was manually integrated in each individual spectrum.

The calculated quantities of each metabolite are displayed in Figure 2. High correlations
were obtained for organic acids (R?= 0.97), whereas for lactose, the correlation was slightly
lower (R?> = 0.92). Both organic acids linearly increased during the examination period.
However, lactose consumption reached a plateau at around 48 h of fermentation. The shapes of
the curves reflected bacterial growth, and the profiles observed closely resembled the profiles
previously reported by Bouteille et al. (2013), who first quantified lactate and lactose
concentrations in dairy gels (yoghurt) by isq *H NMR.

Acetic acid was the main metabolite produced throughout the fermentation period,
ranging from 0.47 + 0.06 g/L to 16.36 + 1.86 g/L at the end of 72 h (Figure 2A). To the best of
our knowledge, this is the first study to quantify acetate in milk by isq *H NMR. Our
measurements showed a higher production of acetate by B. lactis HN019 compared to that by

other bifidobacteria strains evaluated at the same temperature (Chick et al., 2001; @stlie et al.,
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2003). From the sensory point of view, acetic acid can be an undesirable end product in
fermented milk as high amounts result in harshness and in a “vinegary” flavor. A longer
fermentation time and, consequently, additional acetic acid production had a lower acceptability
among panelists in our sensory analysis. However, in terms of health, acetate is the main short
chain fatty acid (SCFA) in the colon and can be used as a nutrient for the colonic epithelium
and as a modulator of colonic and intracellular pH, cell volume, and other functions (Hijova
and Chmelarova, 2007).

In contrast, lactic acid is a milder, sweeter acid that does not generate objectionable flavor
(Nguyen et al., 2012). The initial concentration of lactic acid was 2.59 £ 0.10 g/L (Figure 2B).
This lactate content in unfermented skim milk was higher than that typically reported in
literature (Dstlie et al., 2003; Nguyen et al., 2012). The mean of the final concentrations of
lactic acid was 9.40 £ 0.18 g/L. According @stlie et al. (2003), a satisfactory fermented
probiotic milk product with the appropriate aroma and flavor should contain approximately 8
g/L of lactate. However, only after 48 h, B. lactis HNO019 reached concentrations of 8.24 g/L.
In fact, utilization of the bifidus pathway by bifidobacteria is less efficient in producing lactic
acid, and such an extended period of 48 h of fermentation would be inconvenient from the
viewpoint of production. Therefore, Bifidobacterium strains are often incorporated as co-
cultures into fermented dairy products, such as yoghurt, which is fermented by ordinary LAB
starters, such as Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

(Prasanna et al., 2014).
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Figure 2. Concentration, in g/L, of produced acetic acid (A) and lactic acid (B) and of consumed lactose
(C) during milk fermentation with B. lactis HNO19 at 37°C for 72 hours. Results are expressed as the

mean values of the three replicates + standard deviation.
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The production of organoleptically acceptable and stable probiotic fermented milks can
be improved by determining the produced important metabolic products and their
concentrations (Dstlie et al., 2003). It has been suggested that one of the main mechanisms of
inhibition by bifidobacteria is related to the fermentative production of acids, such as acetate
and lactate (Makras and Vuyst, 2006). The average ratio of acetate to lactate (ratio A/L) in this
study at the end of 12 h incubation was 1.48, whereas the A/L ratio at the end of 24 and 72 h
were 1.64 and 1.74, respectively. Therefore, the A/L ratio increased as fermentation continued
due to the increase in the rate of acetate production. The A/L ratio at 12 h of fermentation was
in agreement with the theoretical yield of 1.5 mol acetic acid and 1 mol lactic acid mentioned
in literature (Scardovi et al., 1971). However, this also concurs with previous studies that
demonstrated strain-dependence in producing these two main organic acids by bifidobacteria
(Palframan et al., 2003; Van der Meulen et al., 2006; Nguyen et al., 2012).

Finally, the content of lactose ranged from 48.9 £+ 0.25 g/L to 35.48 £ 0.70 g/L after 72 h
(Figure 2C). These values were in good agreement with lactose measurements by NMR by Hu
et al. (2007) and Bouteille et al. (2013). Lactose is the primary substrate for acid production in
milk; however, fermentation is not limited by the amount of lactose available but by the
production of organic acids and the concomitant lowering of pH, which increasingly inhibits
the microorganism long before lactose is exhausted (Narvhus et al., 1998). Normally, growth
and metabolism mostly cease after 24 h of incubation; however, it has been established that
growth and metabolism can be uncoupled (@stlie et al., 2003). Although incomplete utilization
of lactose was observed in this study, production of organic acids by B. lactis HN019 occurred
up to 72 h and cessation of growth was observed after 48 h (Table 1). These results indicate

that organic acid production was uncoupled from the growth of strain HNO19.
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2.4 CONCLUSION

Herein, B. lactis HNO19 showed a long fermentation time in milk when compared to
industrial starter cultures (i.e., S. thermophilus and L. delbrueckii subsp. bulgaricus), with a
high content of acetate production throughout fermentation. The level of acetic acid after 8 h of
fermentation culminated in a product with the best sensory acceptability, whereas long
fermentation (72 h), in fact, generated defects typical of the metabolism of bifidobacteria with
high acidity and vinegary flavor. However, tolerance of the strain toward low pH and end
products was high (>8.85 log CFU/mL) at 72 h of fermentation. In addition, the strain showed
high survival during cold storage for 30 days and reduced post-acidification (P > 0.05). Our
findings show the efficiency of B. lactis HNO19 as a fermenting bacterium through its
production of acids. The study of strain metabolism allowed us to better understand the flavor
variations in the fermented milk, as the production of acetic or lactic acid determines the
acceptance of the fermented product. We also highlighted the importance of controlling the
fermentation time because Bifidobacterium strains produce different amounts of metabolic
products after a defined fermentation time. Although other analytical techniques for acid
quantification have already been consolidated, this study also confirms that isq *H NMR is a
simple and nondestructive method that yielded robust results for lactic and acetic acid and

lactose content.
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ABSTRACT

Synbiotic supplements contain pre- and probiotics and are used to modulate gut
microbiota composition. This study aimed to investigate the effects of two synbiotic mixtures
on human faecal bacteria in vitro. Short chain fructooligosaccharides (FOS) (1% w/v) combined
with either Bifidobacterium lactis Bb12 or Bifidobacterium lactis HN019 (106 colony-forming
units (CFU)/mL)] were added to pH-controlled anaerobic batch cultures inoculated with human
faeces. Maltodextrin, FOS and the probiotic strains were also tested. Effects on bacteria levels,
short-chain fatty acids (SCFAs) and a branched-chain fatty acid (BCFA) were assessed over 48
hours. With maltodextrin, FOS and the synbiotic mixtures, there was a significant increase in
total bacteria and bifidobacteria numbers, compared to the negative control or probiotics alone.
Increases in Atopobium cluster and Clostridium coccoides-Eubacterium rectale group occurred
with FOS and maltodextrin, respectively. Additionally, maltodextrin, FOS and synbiotics
resulted in a greater production of acetate and butyrate (SCFAS) compared to the negative
control and probiotics alone, whereas concentrations of iso-valerate (BCFA) were lower with
these treatments. In conclusion, synbiotic-induced in vitro bacterial changes and changes in
SCFAs production were not different from those observed with FOS alone. These data suggest
that metabolic effects of these synbiotics are largely induced by the prebiotic component.

Keywords: Probiotic, Prebiotic, Faecal microbiota, Batch culture system.

3.1 INTRODUCTION

In recent years, studies have indicated that probiotics, prebiotics and their combination
(synbiotics) may contribute to the maintenance or improvement of health and prevention of
diseases by modifying the gut microbiota (Pandey, Naik, & Vakil, 2015; Markowiak &
Slizewska, 2017; Hady et al., 2018). Probiotics are defined as ‘live microorganisms that, when
administered in adequate amounts, confer a health benefit on the host’ (Hill et al., 2014).

Prebiotics also target gut microbiota with the goal of improving health. Whereas probiotics are
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live microorganisms, a prebiotic is ‘a substrate that is selectively utilized by host
microorganisms conferring a health benefit’ (Gibson et al., 2017). Thus, prebiotics serve as
nutrients for beneficial microorganisms harboured by the host, including administered probiotic
strains and indigenous (resident) microorganisms (Gibson et al., 2017).

A number of fermentable carbohydrates have been reported to convey health benefits to
the host, but fructooligosaccharides (FOS) and galactooligosaccharides (GOS) currently
dominate the prebiotic category (Gibson et al., 2017). These oligosaccharides selectively
promote beneficial microorganisms within the gut microbiota, such as bifidobacteria, and
increase production of short-chain fatty acids (SCFAs) (Salazar et al., 2015; Simpson &
Campbell, 2015). These SCFAs are crucial for intestinal health and can also influence sites
distant to the gut (Gibson et al., 2017).

In vivo and in vitro studies have shown the positive effects of certain synbiotics
(Krumbeck, Walter, & Hutkins, 2018); however, the development of effective synbiotic
combinations remains a challenging issue. Bifidobacterium lactis BB12 and B. lactis HNO19
are widely used bifidobacterial strains in fermented dairy production due to their purported
health-promoting properties on human hosts (Jungersen et al., 2014; Meng et al., 2016). The
combination of B. lactis BB12 and FOS, a well-documented prebiotic, was chosen for the
INSYTE study (www.clinicaltrials.gov registration number NCT01680640), a unique proof-of-
concept double blind, randomised, placebo controlled clinical trial with a 10-14 month
intervention, testing the effects of this synbiotic treatment in patients with non-alcoholic fatty
liver disease (Scorletti et al., 2018). The aim of the present study was to investigate whether
two Bifidobacterium strains, both combined with FOS, are more effective than maltodextrin,
FOS or probiotics alone, using an in vitro fecal bacterial culture system. The potential
fermentation properties of two synbiotic mixtures were explored using pH-controlled anaerobic

faecal batch cultures. We also quantified changes in levels of selected microbial groups,
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changes in SCFA production, and tested relationships between changes in SCFAs and

variations in microbial populations.

3.2 MATERIAL AND METHODS
3.2.1 Substrates

Maltodextrin and FOS with a degree of polymerization < 10 were supplied by Chr.
Hansen, Hgrsholm, Denmark. Freeze-dried Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019
(DuPont-Danisco, Madison, USA) and Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 (Chr.
Hansen, Hagrsholm, Denmark) were stored at -80°C. Plates of de Man-Rogosa-Sharpe (MRS)
agar (Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) were inoculated with the bifidobacterial strains and
incubated at 37°C in an anaerobic chamber (10% CO», 10% Hz and 80% N, Don Whitley
Scientific Ltd, Shipley, UK). After incubation, bottles containing 9 mL of MRS broth were then
inoculated with one colony from each plate, and incubated for 24 h under the same conditions,

as mentioned above.

3.2.2 Faecal Sample Preparation

Faecal samples were collected from three healthy individuals (2 women and 1 man aged
between 25 and 35 years) who had not taken antibiotics, probiotics or prebiotics for at least six
months before the faecal collection, and who had no history of gastrointestinal disorders. Faecal
samples were collected, on site, on the day of the experiment and placed in an anaerobic jar
(AnaeroJar™ 2.5L, Oxoid Ltd), including a gas-generating kit (AnaeroGen™, Oxoid). Then,
samples were prepared as reported by Guergoletto et al. (2016). Fifteen mL of the resulting

faecal slurries were immediately used to inoculate the batch-culture systems.
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3.2.3 In vitro Batch Culture Fermentation

Sterile stirred batch culture fermentation vessels (300 mL working volume) were
prepared and aseptically filled with 135 mL of sterile basal nutrient medium, prepared as
reported by Guergoletto et al. (2016). Once in the fermentation vessels, sterile medium was
maintained under anaerobic conditions by sparging the vessels with O2-free N2 overnight
(15mL/min). The temperature was held at 37°C using a circulating water bath and pH values
controlled between 6.7 and 6.9 using an automated pH controller (Fermac 260; Electrolab,
Tewkesbury, UK) which added acid or alkali as required (0.5 M HCl and 0.5 M NaOH).

Seven vessels were prepared for different treatments: maltodextrin (1% wi/v), FOS (1%
wi/v), B. lactis Bb12 (106 CFU mL™), B. lactis HN019 (10° CFU mL™?), FOS combined with B.
lactis Bb12 (Syn 1), FOS combined with B. lactis HN019 (Syn 2) at the same concentrations
as when used alone and negative control (without any added substrate or microorganism). Seven
batch culture fermenters were thus run in parallel and the experiment was performed in
triplicate, using one faecal sample given by a different donor for each run of seven batch
fermenters. The probiotics and carbohydrates were added to each vessel just before the addition
of 15 mL (1:10, w/v) of fresh faecal slurry. Batch cultures were conducted for 48 h, and 4 mL

samples obtained from each vessel at 0, 8, 24 and 48 h for analyses.

3.2.4 Enumeration of Bacterial Populations by FISH Analysis

Fluorescence in situ hybridisation (FISH) analysis by flow cytometry was performed as
described by Daims, Stoecker, & Wagner (2005). Briefly, aliquots (750 uL) of batch culture
samples were centrifuged at 1136 x g for 5 min. Pellets were suspended in 375 uL filtered 0.1
M Phosphate-buffered saline (PBS) solution. Filtered 4% paraformaldehyde (PFA) (1125 ul)
was added and samples were stored at 4°C for 4 h. Samples were then washed twice with PBS

to remove PFA and re-suspended in a mixture containing 300 pl PBS and 300 pl 99% ethanol.
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Samples were then stored at -20°C, until used for hybridization as described by Wang et al.

(2019). The probes used (Sigma Aldrich Ltd, Poole, UK) are listed in Table 1.

Table 1. Name, sequence, and target group of oligonucleotide probes used for Fluorescence in
situ hybridization of bacterial enumeration. +: These probes are used together in equimolar

concentration of 50 ng/uL.

Probe name  Sequence (5’ TO 3”) Target group References
Non Eub ACTCCTACGGGAGGCAGC Control probe complementary to (Wallner et al., 1993)
EUB338
Eub338 | + GCT GCC TCC CGT AGG AGT Most bacteria (Daims et al., 1999)
Eub338 11+ GCA GCC ACC CGT AGG TGT Planctomycetales (Daims et al., 1999)
Eub338 11l + GCT GCC ACC CGT AGG TGT Verrucomicrobiales (Daims et al., 1999)
Bif164 CAT CCG GCATTACCACCC Bifidobacterium spp. (Langendijk et al., 1995)
Lab158 GGTATTAGCAYCTGTTTCCA Lactobacillus and Enterococcus (Harmsen et al., 1999)
Bac303 CCAATGTGG GGG ACCTT Most Bacteroidaceae and (Manz et al., 1996)
Prevotellaceae, some
Porphyromonadaceae
Erec482 GCT TCT TAG TCARGT ACCG Most of the Clostridium coccoides- (Franks et al., 1998)
Eubacterium rectale group
(Clostridium clusters XIVa and
XIVb)
Rrec584 TCAGAC TTG CCG YAC CGC Roseburia genus (Walker et al., 2005)
Ato291 GGT CGG TCT CTC AAC CC Atopobium cluster (Harmsen et al., 2000)
Prop853 ATT GCG TTA ACT CCG GCAC Clostridial cluster X (Walker et al., 2005)
Fprau655 CGCCTACCTCTGCACTAC Faecalibacterium prausnitzii and (Suau et al., 2001)
related sequences
DSV687 TACGGATTTCACTCCT Desulfovibrio genus (Ramsing et al.,1996)
Chis150 TTATGCGGTATTAATCTYCCTTT Most of the Clostridium histolyticum  (Franks et al., 1998)
group (Clostridium clusters | and 1)
CFB286 GTAGGGGTTCTGAGAGGA Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides (O'Sullivan et al., 2002)

3.2.5 SCFA Analysis

SCFAs were measured by gas chromatography as previously reported by Richardson et

al. (1989). Aliquots of 1 mL of sample supernatant were transferred into glass tubes with 50 pL
of 2-ethylbutyric acid (0.1 M, internal standard) (Sigma, Poole, UK). 500 pL of concentrated
hydrochloric acid (HCI) and 2 mL of diethyl ether (Sigma Aldrich Ltd., Poole, UK) were added
to each glass tube and samples vortexed for 1 min. Samples were centrifuged at 2000 x g for
10 min. The diethyl ether (upper) layer of each sample was transferred to a labelled clean glass
tube. A second extraction was conducted by adding another 0.5 ml diethyl ether, followed by
vortexing and re-centrifugation. The diethyl ether layers were pooled. 400 ul of pooled ether

extract and 50 pl N-(tert-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamide (MTBSTFA)
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(Sigma-Aldrich, Poole, UK) were added into a GC screw-cap vial. Samples were left at room
temperature for 72 h to allow lactic acid in the samples to completely derivatise.

An Agilent/HP 6890 Gas Chromatograph (Hewlett Packard, UK) fitted with a HP-5MS
30 m x 025 mm column with a 0.25 um coating (Crosslinked (5%-Phenyl)-
methylpolysiloxane, Hewlett Packard, UK) was used for analysis of derivatised SCFAs.
Temperatures of injector and detector were 275°C. The column was programmed to increase in
temperature from 63°C to 190°C at a rate of 15°C min and was then held at 190°C for 3 min.
Helium was the carrier gas (flow rate 1.7 ml min'; head pressure 133 KPa). A split ratio of
100:1 was used. Quantification of the samples was obtained through calibration curves of
lactic, acetic, propionic, butyric, valeric, iso-butyric and iso-valeric acids at concentrations

between 12.5 and 100 mM.

3.2.6 Statistical Analysis

Differences within each treatment were evaluated after 8, 24 and 48 h of fermentation
compared with baseline (0 h of fermentation) using paired Student's t-tests and were considered
significantly different from baseline when P < 0.05. The data were then analysed to compare
different treatments at the same time point using the post hoc analysis (Tukey test) and P <0.05
to indicate significance. Analyses were performed using Statistica software version 10.0

(Statsoft South America).

3.3 RESULTS
3.3.1. Bacterial Enumeration by FISH
Bacterial counts in control and treatment groups are shown in Figs. 1 and 2. Increases

in total bacterial levels (Fig. 1A) were observed after 8 h for maltodextrin, FOS and both
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synbiotic mixtures compared to probiotics (P < 0.05). The highest number of bacteria was
detected in the fermentation with Bb12 + FOS (Syn 1) at 8 h (Log0 8.34 + 0.18 bacteria mL™).
A significant increase in Bifidobacterium spp. numbers (Fig. 1B) was observed for
maltodextrin, FOS and synbiotic mixtures compared to probiotics and the negative control (P
< 0.041). Regarding Lactobacillus-Enterococcus group (Fig. 1C), a rise was observed, but the
increase was not significant at all time points (P > 0.10), the highest number was detected in
the FOS cultures at 24 h.

Levels of Clostridium coccoides—Eubacterium rectale group (Fig. 1E) significantly
increased at 8 and 24 h of fermentation with maltodextrin (P = 0.028 and P = 0.038,
respectively) (Logio 6.61+0.23 to 7.63+0.53 CFU mL™). An increase in Atopobium cluster (Fig.
2A) was observed with FOS fermentation at 8 h (Logi05.12+0.59 to 7.02+0.54 bacteria mL™)
(P = 0.034). Because of high variations among the volunteers at 8 and 24 h, the increase in
Atopobium cluster was not significant for maltodextrin and synbiotic mixtures compared to
baseline.

No significant differences were found for the other bacterial groups analysed, including
Bacteroides spp.-Prevotella group, Roseburia genus, Clostridial cluster IX populations, F.
prausnitzii group, Desulfovibrio genus, Clostridium histolyticum group and Cytophaga-

Flexibacter-Bacteroides.
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Fig. 1. Total bacterial (A), Bif164 (B), Lab158 (C), Bac303 (D), Erec482 (E) and Rrec584 (F)
changes over time as logio CFU/mL in anaerobic batch culture as analysed by Fluorescence in
situ hybridization (FISH). Values are mean + standard deviation at four time points from batch
cultures of faeces from three healthy donors. *Mean values were significantly different from
baseline (P < 0.05) within the same treatment. Different letters in the same time of different

treatments are shown when significantly different (P<0.05) by Tukey's test.
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Fig. 2. Ato291 (A), Prop853 (B), Fprau655 (C), DSV687 (D), Chis150 (E) and CFB286 (F)
changes over time as logio CFU/mL in anaerobic batch culture as analysed by Fluorescence in
situ hybridization (FISH). Values are mean values + standard deviation at four time points from
batch cultures of faeces from three healthy donors. *Mean values were significantly different
from baseline (P < 0.05) within the same treatment. Different letters in the same time of
different treatments are shown when significantly different (P<0.05) by Tukey's test.
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3.3.2 SCFA Production

Following administration of all treatments, acetate was the main end product of
microbial fermentation (Table 2). Acetate concentrations were highest (P < 0.05) with
maltodextrin, FOS and synbiotic vessels at all time points (8, 24 and 48 h) compared to the
negative control and probiotics; however, there were no significant differences among these
three treatments (maltodextrin, FOS and synbiotics).

Supplementation with maltodextrin had the largest effect in increasing the concentration
of butyrate at 8 h, which was significantly (P < 0.011) higher than the negative control and other
treatments. After 24 h of fermentation, the concentration of butyrate was also higher (P < 0.05)
in vessels with FOS and synbiotic addition compared to the negative control.

Propionate was increased in all vessels compared to baseline (P < 0.05); however,
because of high variations among volunteers, increase of this SCFA in all treatments was not
significant compared to the negative control (P > 0.05).

On the other hand, isovalerate, a branched-chain fatty acid (BCFA) product of amino acid
metabolism was higher (P < 0.05) in the probiotic vessels and the negative control after 24 and
48 h of fermentation. Finally, to a lesser extent, valerate and isobutyrate concentrations were
higher after all treatments compared to baseline (P < 0.05), but no statistical difference was

found among treatments (P > 0.05).



Table 2. SCFA concentrations (mM) in pH-controlled batch cultures at 0, 8, 24 and 48 h (n= 3).

Acetate

Propionate

Butyrate

Lactate

Isobutyrate

Isovalerate

Valerate

*Mean values were significantly different from baseline (p < 0.05) within the same treatment. Different letters in the same line (same time) are significantly

Time
point

Oh
8h
24 h
48 h
Oh
8h
24 h
48 h
Oh
8h
24 h
48 h
Oh
8h
24 h
48 h
Oh
8h
24 h
48 h
Oh
8h
24 h
48 h
Oh
8h
24 h
48 h

Mean SCFA concentration (mM) in treatment (£SD):

Maltodextrin
4,22 +1.50°
61.15 + 10.34™
68.38 + 7.11™
69.60 + 10.01™
0.23+0.12°
8.29 + 3.88?
17.40 + 8.29™
17.58 + 8.35™
0.02+02
1.58 +0.60™
2.56 +0.16™
2.68 + 0.05™
0.01 +0?
0.45 £ 0.40°
0+0°
0+0°
0+08
0.12 £ 0.06?
0.55 +0.13™
0.68 + 0.08™
0+08
0.01 £ 0™
0.04 +0.01™
0.07 £0.01™
0+08
0.09 + 0.09™
0.26 +0.112
0.34 + 0.04™

FOS
412 +1.57%
61.03 £ 9.55™
66.75 + 14.33™
77.34+£9.14™
0.17£0.07%
6.52 + 4.85%
15.07 + 8.81%
18.55 +9.54™
0.02 + 02
0.68 +£0.61°
1.93+0.13™
2.47+0.28™
0.01+0?
1.05+0.572
0.15+0.24%
0+0?
0.01 +0.02%
0.07 +0.08%
0.39 +0.30%
0.65 £ 0.25*
0x0?
0x0?
0.02 +£0.01°
0.05+0.02"
0x0?
0.07£0.117
0.18 £ 0.14%
0.29 +0.15%

BB12
430 +1.63*
10.94 £ 0.76™
15.30 + 0.07™
15.64 + 0.75™
0.23+0.08%
2.21+0.26™
3.44+0.63™
3.54+0.41™
0.02 02
0.27 £0.10™
0.54 £ 0.07™
0.59 £ 0.12"
0.01+£0?
0+£0?
0+£0?
0.01+0.012
0x0°
0.07 £ 0.02™
0.45+0.342
0.51+0.312
0+£0?
0.01+0™
0.10 £ 0.05%
0.12+0.05™
0+0?
0.09 £0.127
0.23+0.182
0.27 £0.192

HNO019
437 +1.628
8.94 + 428"

14.90 + 2.89"™®
15.38 £ 0.76™

0.20 £ 0.06%
1.61 + 1.06?
3.15+0.17%
3.27+0.37%
0.02 +0?
0.24 £0.21°
0.46 £ 0.16™
0.52 +£0.14™
0.01+£0?
0+0.01%
0+0?
0+0?
0x0°
0.08 +0.01"
0.59 + 0.36%
0.79£0.25™
0x0?
0.01+0™
0.08 + 0.03"
0.11+0.05™
0x0?
0.02 £0.03™
0.20+0.18%
0.23+0.19?

BB12+FOS
421 +1.41%

58.50 + 14.48™

70.75 + 4.42"
72.16 + 3.52"
0.24 £0.122
5.95+1.84™
17.96 £ 7.31™
16.15+ 6.44™
0.02 + 02
0.77 £0.19*
2.49 +0.55™
2.55+0.50™
0.01 £ 0a
0.72 £ 0.46%
0+0?
0+0?
0x0?
0.07 £ 0.03™
0.59+0.217
0.71+0.20™
0+0?
0.01+0™
0.04 £0.01™
0.06 +0.01™
0+0?
0.08 £0.10™
0.29+0.117
0.35+0.07"

HN109+FOS
4.24 +1.36%
65.84 +9.47"
71.39 + 2.58"
70.38 + 2.05™
0.23+0.072
5.52 +2.08™
15.07 + 7.55%
17.41 +9.112
0.02 +0?
0.66 +0.21*
2.56 +1.032
2.79+0.73™
0.01+£02
1.02 + 0.41°
0+0?
0+0?
0x0?
0.07 £ 0.032
0.55+0.242
0.67 £0.25™
0+02
0.01+0™
0.04 £ 0™
0.05+0.01™
0+02
0.07 £0.08™
0.27+£0.122
0.33+0.09™

Negative control

4.22 +1.68°
12.57 £ 0.74™
16.30 + 0.84™
16.81 + 1.54™

0.22 £ 0.05*
2.45+0.07%
4.03+0.28™
4.20 +0.64™

0.02 +0?

0.36 £ 0.07*
0.56 + 0.09*"
0.60 +0.09™

0x0?
0x0?
0x0?
0x0?

0.02 + 0.04%

0.10 +0.012
0.74+0.27"
0.82£0.25™

0x0?
0.02+ 0™

0.16 + 0.04"
0.17 £0.03™

0x0?
0.13+0.117

0.34 +£0.04™

0.36 + 0™

different (P<0.05) by Tukey's test.
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3.4 DISCUSSION

The results of our study show that faecal bacteria responded differently between
carbohydrate-containing vessels and probiotics alone in pH controlled stirred batch cultures.
Although B. lactis fermentation had no significant effect upon relevant microbial populations
at the genus level, we can speculate that an interplay among other strains possibly occurred.
This outcome (no substantial differences in genus level) is plausible due to the highly
competitive environment and/or the numbers of probiotic added being too low to have a
discernible effect.

In contrast, significant changes in bifidobacterial numbers were observed in response to
FOS, maltodextrin and synbiotic mixtures. Bifidobacteria are recognised as one of the most
important bacterial groups associated with human health, providing beneficial effects in the
large intestine (Russel, Rossa, Fitzgerald, & Stantona, 2011). It is well known that an increase
in bifidobacterial numbers is favoured by the presence of (mainly) fermentable carbohydrates.
In this sense, supplementation with maltodextrin also surprisingly increased the growth of
bifidobacteria, similar to FOS. Whereas FOS (along with GOS) is the dietary prebiotic most
extensively documented to have health benefits in humans, maltodextrin is a
maltooligosaccharide not usually considered to be a prebiotic. FOS is preferentially
metabolized by bifidobacteria, since its linkage bonds can be readily degraded by B-
fructanosidase enzyme (prevalent in bifidobacteria) (Gibson, 2017). We postulate that
enhanced growth of bifidobacteria in the presence of maltodextrin was probably due to the
ability of some bifidobacterial species to produce the enzyme that hydrolyses maltodextrin to
glucose for growth (Yeo & Liong, 2010), confirming the bifidogenic activity of maltodextrin
in vitro. However, it is important to emphasize that maltodextrin is a common placebo for
prebiotic research in humans (Kolida & Gibson, 2007; Costabile et al., 2010; Ramnani et al.,

2015; Pederson et al., 2016). Since maltodextrins are partially depolymerized starch granules,
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digestion of maltodextrin occurs through the same human starch digesting enzymes (a-amylase
and maltase). The glucose and maltose obtained from maltodextrin digestion is readily absorbed
in the small intestine and subsequently used in metabolism (Hofman, Buul, & Brouns, 2016),
and therefore, no substrate reaches the colon to be fermented by the intestinal bacteria such as
bifidobacteria.

Lactate and acetate produced by bifidobacteria may cross-feed butyrate-producing
colon bacteria such as Eubacterium rectale (Moens, Verce, & Vuyst, 2017). In this respect,
numbers of Clostridium coccoides-Eubacterium rectale group were increased in the
maltodextrin vessel, possibly due to such cross-feeding. E. rectale is recognized as one of the
most prolific butyrate producers in the human colon. Coinciding with the increase in E. rectale
numbers, the highest concentration of butyrate after 8 h was found in the vessel with
maltodextrin. FOS and synbiotic mixture fermentations also increased butyrate concentrations
after 24 and 48 h. Butyrate has an important role in metabolism because of its interaction with
colonocytes and much has been reported about its benefits in the gut (Canani et al., 2011).

Another cluster stimulated by FOS was Atopobium, commonly isolated from healthy
human faeces which belongs the Collinsella genus (Thorasin, Hoyles, & McCartney, 2015).
From the present study, it is not possible to distinguish whether Atopobium group can ferment
FOS, although it is able to metabolize fructose (Moore, Cato, & Holdeman, 1971) or if the
increase is due to cross-feeding among different bacterial groups. An increase in this group has
already been reported in vitro with FOS (Saulnier, Gibson, & Kolida, 2008); but the role of
Atopobium in the human colon is still unclear.

In relation to SCFAs, FOS, maltodextrin and synbiotic mixtures induced modulation of
the colonic microbiome with increased acetate and butyrate. In the same way as butyrate,
acetate production is considered beneficial to the human gut. Acetate is produced mainly

through the fructose-6-phosphate phosphoketolase pathway by bifidobacteria (Miller & Wolin,
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1996). In this manner, a greater production of this SCFA can be related to the increase of this
beneficial group of bacteria in the FOS, maltodextrin and synbiotic vessels.

In contrast to these findings, the presence of maltodextrin and FOS inhibited production
of the BCFA isovalerate perhaps due to the increase of carbohydrate availability which reduces
the relative protein availability for bacterial fermentation. Since the end products of proteolytic
fermentation include toxic metabolites (such as certain phenolic compounds, amines, and
ammonia) (Gibson, 2004), this beneficial effect may be mediated by decreased microbial
proteolysis. Vitamin B production was also monitored, however, there was no statistical
difference among probiotics, FOS, synbiotics and maltodextrin vessels (data not show).

The synbiotics tested in this study did not cause measurable additive or synergistic
effects, since they had no superior efficacy to the prebiotic component alone to modulate the
faecal microbiota towards a purportedly healthy composition (at the genus level) or in the
production of SCFAs. However, that said, it is plausible that there could be strain-specific
changes and other health benefits beyond SCFA production that we have not measured. Thus,
our study highlights the need for a careful assessment of specific probiotic/prebiotic
combinations, dosages and outcome measures used in synbiotic investigations of health and

disease-related outcomes.

3.5 CONCLUSION

In the current study, maltodextrin, FOS and synbiotics led to changes in relevant
microbial populations and SCFAs concentrations, compared with the B. lactis strains alone.
Beneficial modulations were observed in terms of higher levels of bifidobacteria and
Clostridium coccoides-Eubacterium rectale group combined, with significant increases in

acetate and butyrate concentrations. Neither bacterial changes nor SCFA production were
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different with the synbiotics compared with the prebiotic alone. These data suggest that

metabolic effects of these synbiotics are largely induced by the prebiotic component.
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ABSTRACT

Probiotics can influence the metabolites distribution in human biofluids, tissues and
organs, but little is known about Bifidobacterium effects on metabonomic fingerprinting of
human plasma. In order to evaluate the effect of milk containing B. lactis HNO19 administration
on human metabolism, a randomized, double-blind, placebo-controlled study was conducted on
60 overweight women enrolled into two groups. Over 60 days, the probiotic group (n=30)
consumed a milk containing 9.6 x 10° colony forming units (CFU)/dose (80 mL) of HNO019

strain, whereas the placebo group (n=30) consumed a sterilized milk without the probiotics.
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Blood plasma samples were collected at the baseline (day 0) and at the end of the study (day
60). To investigate metabolic alterations, we performed plasma metabonomics analysis using
high resolution proton nuclear magnetic resonance spectroscopy (*H NMR) spectroscopy
coupled with multivariate statistical analysis. Orthogonal partial least squares discriminant
analysis (OPLS-DA) showed different metabolic plasma profiles after both probiotic milk and
placebo milk consumption (p<0.01) compared to baseline. Consequently, the present study
indicated an effect of the delivering vehicle on the plasma metabolite profile, which was
independent of a concomitant consumption of probiotics. So far, the application of *H NMR-
based metabonomics enabled the identification of the overall effects of milk consumption
among overweight women and could be useful to understand how metabolic balance was

disturbed by the ingestion of the probiotic and sterilized milk.

4.1 INTRODUCTION

An important role in the maintenance of health and well-being is ascribed to the
functionality of the many microorganisms living in the gastrointestinal tract (GIT) and their
interactions with the host system. In these mutual exchanges, different microorganisms, known
as intestinal microbiota, produce a diverse metabolites repertoire from the anaerobic
fermentation of undigested dietary components that reach the colon, as well as from endogenous
compounds that are generated by the microorganisms themselves and their hosts.!

Among numerous dietary components that strongly influence the composition of the
microbiota and its metabolites, the metabolic modulation have been assigned mainly to
probiotics, defined as “live microorganisms that, when administered in adequate amounts,
confer a health benefit on the host”. In fact, accumulating evidence suggests that probiotics may
interact with the human intestinal microbiota to induce positive changes in its composition and

activities.>> However, this interaction is not fully understood due to the complex composition
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of the intestinal microbiota in each individual. In addition, intestinal microorganisms differ
markedly between individuals, and the metabolite profiles that they produce can be highly
variable.®

For this reason, several approaches have been used to reveal the interactions between
probiotics and the intestinal microbiota, including genomics, transcriptomics, proteomics, and
most recently, metabonomics. In particular, metabonomics is a powerful biological tool that
can provide the end point of consequences of nutritional intervention, which can help us
understand how metabolic balances are disturbed by interventions.’

Metabonomics based on high field proton nuclear magnetic resonance spectroscopy
(*HNMR) coupled with multivariate data analysis has already proven to be an robust technique
for identify metabolic responses to dietary interventions.®® With a minimum of sample
preparation, high reproducibility, and short experimental time, it can be considered a superior
approach for detection of metabolite changes associated with probiotics, for instance.*®

Although the literature describes the relevance of the theme,® human metabolic
fingerprinting approaches related to the effects of probiotic administration have been few
reported. ¢ In addition, it is important to emphasize that some of the effects of probiotics, at
the intestinal and extraintestinal level, are more likely to be strain-specific?, in this way, the
impact of probiotics on human metabolites should be evaluated in a comprehensive manner,
but unique in relation to the effect of each strain.

Bifidobacterium lactis HNO19 is a commercial probiotic strain with several beneficial
effects to humans, as reported by multiple studies,*”?° including our previous studies which
described a decrease in obesity, blood lipids, and inflammatory or oxidative stress markers in
patients with and without metabolic syndrome (MetS).?1?? These results instigated us to analyze

the impact of supplementation with HN019 strain on metabolic intermediates.
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Kim et al'® have reported the metabolite modulation by species of lactobacilli in
overweight individuals, however, we are not aware of any metabonomic report on the effects
of Bifidobacterium species in this condition or in obesity. Therefore, in this study, we aimed to
determine whether the consumption of a fermented milk product containing 9.6 x 10'° colony
forming units (CFU)/dose of B. lactis HNO19 or sterilized milk (placebo) resulted in changes
in plasma metabolite profiles of overweight women, by means of 'H NMR-based

metabonomics.

4.2 MATERIALS AND METHODS
4.2.1 Production of Probiotic Milk
Milk was prepared by adding 10% (w/v) of skim milk powder (Confepar, Londrina, PR,

Brazil) to water and then thermally treated at 121°C for 15 min, followed by cooling to 37°C
in an ice bath. The freeze-dried culture Bifidobacterium lactis HN019 (HOWARU® Bifido)
from DuPont™ Danisco A/S (Copenhagen, Denmark) was then added through Direct Vat
Inoculation (DVI), with mass percentage of 0.1% wi/v, and incubated at 37°C until counting at
9.00 log CFU/mL for 14 hours. At the end of fermentation, the resulting product was
refrigerated at 5°C. The clot was broken by agitation and finally were added 0.01% (w/v) of
stevia sweetener (Linea, Anéapolis, Brazil) and 0.05% (v/v) of vanilla aroma (Duas Rodas
Industrial, Jaragué do Sul, Brazil). A sterilized milk was produced in the same manner as just
described, but without the probiotic bacteria. Both milk products were aseptically packaged into
80 mL sterile bottles (Inplavel, Joinvile, Brazil) and stored under refrigeration (4°C). In this
study, the two products will be referred to as the probiotic milk and the placebo milk.

The viable cell counts of the probiotic strain HNO19 (CFU/mL) were determined on De
Man Rogosa Sharpe (MRS) agar enriched with L-cysteine as the reducing agent as previously

described?® with modifications; specifically, the concentration of L-cysteine was increased to
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0.3%. The Petri dishes were incubated for 72 h at 37°C under anaerobiosis (Anaerobac of

Probac®).

4.2.2 Selection of Study Group

The study was conducted according to the Declaration of Helsinki and was approved by
the Ethical Committee on Human Research of the Universidade Norte do Parana, PR, Brazil
(process number 67602217.1.0000.0108) (ANEXO II). The volunteers were then selected
through a public invitation made by community health agents of the Basic Health Unit named
Raul Castilho, in the city of Apucarana, PR, Brazil.

Inclusion criteria were being aged between 18 and 60 years and being overweight?, ie
having a Body Mass Index (BMI) between 25.0 and 29.9 kg/m?. Exclusion criteria included the
presence of diabetes, thyroid, renal, hepatic, gastrointestinal, infectious or oncological diseases;
pregnancy; permanent use of hormone replacement therapy, vitamins, antioxidant supplements,
antibiotics, probiotics, prebiotics and anti-inflammatories; and known lactose intolerant or

allergy to milk components.

4.2.3 Study Design and Sample Collection

The volunteers meeting inclusion criteria signed the consent form about the purpose and
procedures of the study. They were instructed not to ingest any food or supplement containing
probiotic microorganisms and not to change their eating habits and/or activity level or other
lifestyle factors during the intervention period.

Sixty-five volunteers were enrolled in the study and randomized into “probiotics”
(n=33) and “placebo” (n=32) groups using a double-blind, randomized, and placebo-controlled

design. During the intervention period, five subjects dropped out for reasons unrelated to the
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study and, consequently, a group of 60 women with an average age of 40 years reached the end
of the intervention.

For 60 days, women in the probiotics group daily-ingested during breakfast 80 mL of a
probiotic milk containing an average of 1.2 x 10° colony forming units (CFU)/mL of B. lactis
HNO019. For the same period, the placebo group received 80 mL of the milk without probiotic.

Plasma samples from all the women were collected at the beginning (day 0, baseline)
and at the end of the study (day 60). Tubes for plasma collections contained EDTA, as
anticoagulant. Plasma samples were centrifuged at 1,600 g for 10 min and stored at —80 °C until

NMR analysis.

4.2.4 *H NMR Spectroscopy of Plasma Samples

The frozen plasma samples were thawed, vortexed and centrifuged at 12,000 g for 5 min
at4 °C. Aliquots of 200 pL supernatant were transferred into 5 mm NMR tubes (Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis, Mo., USA), and mixed with 400 uL of normal saline (0.9% wi/v in 80%
deionized water and 20% D»0). DO was used for field frequency locking and normal saline
was used to maintain normal plasma osmolarity.?®

NMR experiments were performed using a 400.13 MHz Bruker spectrometer (Mod.
Avance |11, Bruker Biospin, Karlsruhe, Germany) equipped with a 5mm multinuclear Broaband
Probe (BBO). A water-presaturattion Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) pulse sequence
(recycle delay-90°-(t-180-t)s-acquisition) was employed to suppress the highly intense signal
of the water and to attenuate the NMR signals from macromolecules, in order to generate a
spectrum with signals from low molecular weight metabolites. All spectra were acquired at 298
K using the same parameters: 128 scans of 32k data points, 16 dummy scans, spectral width of
20 ppm, spin-echo delay of 400 ps, relaxation delay of 2 s, acquisition time of 4.09 sec,

requiring 15 min and 24 s per sample.
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4.2.5 NMR Data Processing and Multivariate Statistical Analysis

All NMR spectra were manually phased and baseline-corrected using TopSpin software
version 3.5.7 (Bruker Biospin, Karlsruhe, Germany) and converted to CSV file format (spectra
region ranging from 5.2-0.5 ppm). The resulting data set from 'H CPMG NMR experiments
were then imported into the web-based metabolomic data processing tool MetaboAnalyst?®, for
multivariate statistical analysis. This web application carries out the statistical computing and
visualization operations using functions from R packages.

The data were scaled using Pareto scaling (in which each variable is weighted by the
square root of its standard deviation),?”?® interquartile range (IQR) filtered and row-size
normalized by the sum of the intensities to reduce systematic bias during sample collection.?®
Principal component analysis (PCA) was used for initial synopsis of the grouping trend within
the data set and outlier detection. Next, the data was modeled with the supervised method of
orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA) to reveal possible class
separations between the groups. OPLS-DA is a data visualization method that is useful for
observing grouping within multivariate data, since it is able to rotate the projection so that the
model focuses on the effect of interest. This supervised analysis uses linear regression, where
the class memberships of samples are included in the calculation.*

However, the resultant models from OPLS-DA need validation to check whether the
separation is statistically significant or is due to random noise as OPLS-DA tend to overfit the
data. The validity of the OPLS-DA model is usually assessed by the following statistical
parameters: the correlation coefficient R?Y and the cross-validation correlation coefficient QY.
In this way, the OPLS-DA models were cross-validated by a permutation analysis (100 times),
and the resulting parameters were used to assess the quality of the models, i.e., the goodness-

of-fit parameter by R%Y and the goodness of prediction parameter by Q%Y .*°
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4.3 RESULTS AND DISCUSSION

The representative *H CPMG NMR spectra of plasma samples, from a randomly
selected woman, at baseline and after 60 days of consumption of the probiotic milk are shown,
respectively in Fig.1.
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Fig. 1. Representative 400 MHz *H-NMR spectra obtained from woman plasma at baseline (A) and after

60 days of consumption (B) of the probiotic milk.



123

The analysis of the profile changes of the endogenous metabolites allows a “fingerprint"
of a particular intervention focusing on qualitative evaluation and not so much in the
quantification of a metabolite.® For this reason, to get the overall metabolic trends and identify
the outliers in the plasma metabonomes, the exploratory analysis (PCA) was performed on both
probiotic and placebo groups at the baseline and day 60 post treatment (Fig. 2). No separation

of the spectra was observed in any of the cases and no outlier was detected.
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Fig. 2. Principal component analysis (PCA) score plot derived from the *H NMR spectra data of
overweight women belonging to the placebo (n=30) and probiotic groups (n=30) at baseline (t0) and 60

days post treatment (t60).

Therefore, to further identify the significantly changes between the groups and
timepoints, pairwise comparative OPLS-DA analyses were performed. Studies have been

reported and validated the ability of OPLS-DA to maximize the independence of thevariables,
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resulting in better separation of data between cohorts and this way in better discrimination of
individual metabolic profiles.3? In fact, OPLS-DA is the most appropriate technique to search
for metabolic profiles that define the characteristics of the probiotic-induced changes because
the predictive component describes the treatment effect excluding the variance among samples
in the same group.

OPLS-DAs were then conducted for the following four combinations of groups: (1) the
comparison between the baseline levels and the 60 days follow-up levels of the placebo group
(n = 30) (Fig. 3A); (2) the comparison between the baseline levels and the 60 days follow-up
levels of the probiotic group (n = 30) (Fig. 3B); (3) the comparison between the 60 days follow-
up levels of the placebo group (n = 30) and the probiotic group (n = 30) (Fig. 3C); and (4) the
comparison between the baseline levels of the placebo group (n = 30) and the probiotic group
(n =30) (Fig. 3D).

Our analyses revealed that the placebo and probiotic models (Fig. 3A and B) displayed
greater than 52% goodness-of-fit (R?Y = 0.522 (p<0.01) and R?Y = 0.649 (p<0.01)) for the
placebo and probiotic groups, respectively) and a maximum predictive ability of 30% (Q?Y =
0.233 (p<0.01) and Q%Y = 0.306 (p<0.01)) for the placebo and probiotic groups, respectively).
Thus, although these OPLS-DA models did not displayed an acceptable predictive ability (Q?Y
lower than 0.5), they showed a discriminatory potential and are significant, having a p-value
<0.01.

Additionally, the two-component OPLS-DA scatter plots of the plasma metabolites for
the third and fourth combination of groups (Fig. 3C and D) did not show distinct clustering or
any separation of participants in the placebo group and probiotic at baseline (R?Y = 0.216
(p=0.21) and QY = -0.027 (p=0.19)) and after 60 days follow-up assessment (R?Y = 0.342
(p=0.12), Q%Y = 0.047 (p=0.02)). These data demonstrated that these OPLS-DA models were

not significant, showing no predictive ability or discriminatory potential.
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Fig. 3. Plasma metabolomics profile of overweight women before and after the consumption of a

placebo milk and/or a probiotic milk. (A) Score plots from OPLS-DA models in the placebo group (n =

30); comparison between baseline (t0, red) and 60 days follow-up (t60, green) levels in the placebo

group. (B) Score plots from OPLS-DA models in the probiotic group (n = 30); comparison between

baseline (10, red) and 60 days follow-up (t60, green) levels in the probiotic group. (C) Score plots from

OPLS-DA models at the baseline (t0); comparison between baseline in the placebo (n = 30, red) and

probiotic (n = 30, green) groups, respectively. (D) Score plots from OPLS-DA models at the 60 days

follow-up (t60); comparison between 60 days follow-up in the placebo (n = 30, red) and probiotic (n =

30, green) groups, respectively.
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The present results showed that plasma metabolomic profiles could distinguish groups
and changed by means of the probiotic intervention, since plasma samples at baseline were
differentiated from those after probiotic milk consumption. However, although the model
possessed a satisfactory fit, the OPLS-DA score plot did not show clear separation because an
overfitting of data was observed (Fig. 3B).

Although the validation parameters from OPLS-DA models were slightly higher in
probiotic group compared to placebo group, spectra of plasma samples in placebo group (Fig.
3A) also showed a separation trend after sterilized milk consumption. In addition, the absence
of samples differentiation at baseline and 60 days post treatments (Fig. 3C and D) points out an
effect of the interventions. Since the experiment was designed to detect effects of probiotics in
the context of a milk product, and not the effect of the milk itself, we cannot rule out effects
from other factors. Therefore, the similar response in both treatment groups (R%Y higher than
0.5) suggests a possible response to the delivering vehicle.

The milk was chosen as delivering vehicle in this study, because fermented dairy foods
remain at the forefront of probiotic delivery.®* Pedersen et al.*® also performed a NMR-based
metabonomic study to detect metabolomic differences after consumption of a probiotic and a
non-probiotic acidified milk. They found metabolic profile changes in plasma of patients with
irritable bowel syndrome (IBS) from both probiotic and non-probiotic acidified milk groups;
however, similarly to our results, they were not able to detect a greater influence of the
probiotics compared to an acidified milk (without probiotic).

It is known that individual milk components contribute to its high biological and
nourishing value. For instance, in vivo digestion of milk proteins within the GIT can result in
the release of peptides with new biological properties. Many of these protein fragments, also
known as bioactive peptides, exhibit a wide variety of physiological functions in the human

body such as gastrointestinal, cardiovascular, immune, endocrine, and nervous systems.>3¢
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However, although studies have focused on the metabolomic effects of human milk,*"-38 limited
information is available with respect to the influence of cow milk metabolites/components on
human metabolomics profile.

Conversely, the metabolomic interactions between the human host and probiotics were
already evaluated in conditions such as IBS'%°, non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)?,
cirrhosis!®, mastitis!* and obesity®. Since these studies mostly evaluated effects of
Lactobacillus strains, to the extent of our knowledge, this is the first metabonomic report on the
effects of a Bifidobacterium species in overweight humans. Additionally, it is noted that our
evaluation of only female volunteers, excludes a factor of intrinsic variation among subjects,
since significant differences between males and females can be observed in the serum/plasma
metabolome. 404

At last, in the second section of results of this study, we intend to use the variable
importance in projection (VIP) scores, which indicates the contribution of the individual
variable in the definition of the model, for the identification of significant metabolites, ie the
responsible metabolites for discrimination between baseline and post-treatment in both
probiotic and placebo groups. Since our previous studies with B. lactis strain described
significant effects in patients with and without MetS,?-22we will also investigate if the change
in parameters related to obesity, blood lipids, and inflammatory/oxidative stress markers can be

associated with metabolic intermediates.

4.4 CONCLUSION

The separation of the two groups of overweight women with respect to their plasma
metabolite profiles after the dietary interventions suggests a general effect of consumption of
both probiotic and placebo milks. Therefore, our results indicate that the delivering vehicle has

an effect in itself and this means that it is important to consider the mode of delivering of
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microorganisms and its impact in the study outcome, when conducting probiotic intervention
studies.

In addition, the responsible metabolites for discrimination between baseline and post-
treatment in both probiotic and placebo groups will be evaluate and possibly will help us
understand how metabolic balances were disturbed by these interventions and/or if there is any

correlation with biomarkers of obesity/overweight.
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CONCLUSAO GERAL

Neste estudo, a formulagdo de um leite probidtico contendo Bifidobacterium
lactis HNO19 e introducdo deste produto na dieta de um grupo de mulheres com sobrepeso,
possibilitou a avaliacdo do potencial fermentador desse microrganismo e seu efeito sobre a
assinatura digital metabolica da populagdo em estudo, além da investigacao do impacto in vitro
da linhagem isolada sobre a microbiota fecal humana.

Pela primeira vez, acido acético e lactico foram quantificados, via RMN de H,
como metabdlitos produzidos pela linhagem HNO019 durante a fermentacdo em leite. A
linhagem demonstrou uma maior producdo de acetato em comparacdo a outras linhagens de
bifidobactérias; no entanto, a propor¢do molar de 3:2 de acetato/lactato, ap6s 12 horas de
fermentacao, coincidiu com o rendimento tedrico descrito na literatura para o metabolismo do
género Bifidobacterium. Na avaliacdo sensorial o leite probidtico fermentado por oito horas
apresentou melhor aceitabilidade, uma vez que a fermentacdo longa, por 72 horas, culminou
em um produto com os “defeitos” tipicos do metabolismo de bifidobactérias, tais como alta
acidez e sabor avinagrado. Nesse sentido, este estudo permitiu uma melhor compreensédo das
variacdes de sabor no leite fermentado, uma vez que a producdo de acido acético e lactico
podem determinar a aceitacdo do produto final.

A fermentacéo in vitro das linhagens HN019 e B. lactis Bb12 ndo ocasionou uma
mudanca significativa nos principais grupos microbianos da microbiota fecal humana ou na
producdo de 4acidos graxos de cadeia curta. No entanto, quando associadas a fruto-
oligossacarideo, os simbidticos resultantes provocaram modulagdes benéficas na microbiota
(aumento de bifidobactérias e producdo de acetato e butirato), em virtude da adicdo do
componente prebiotico.

Na investigacdo metabdlica in vivo a anélise multivariada dos dados demonstrou,
por meio da diferenciacdo das amostras entre a linha de base e 0 pds-consumo, o efeito do leite
fermentado contendo a linhagem HNO019 na assinatura digital metabolica do plasma de
mulheres com sobrepeso. Todavia, um impacto similar foi observado ap6s o consumo do leite
esterilizado (placebo), o que sugere um efeito do veiculo do probidtico na modulagdo
metabdlica observada.

Dessa forma, a construgio de modelos metabondmicos baseados na RMN de *H
possibilitou a identificagdo dos efeitos globais do consumo de um produto lacteo em mulheres
com sobrepeso. Além disso, embora outras técnicas analiticas para quantificacdo de &cidos ja

tenham sido consolidadas, o presente estudo demonstrou que a RMN de ‘H quantitativa
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apresentou resultados robustos na quantificacdo de &cidos lactico e acético e lactose em leite,
demonstrando a relevancia dessa técnica tanto no estudo de metabdlitos na matriz alimenticia
quanto no efeito de alimentos em biofluidos humanos.

Até 0 momento, 0s nossos dados sugerem que intervengdes clinicas com 0 uso
de um leite fermentado contendo a linhagem HNO019 podem alterar o metabolismo humano de
acordo com a modulacdo metabdlica por probidticos. Nesse sentido, visto que o desafio atual
estd em identificar bactérias benéficas que ajudem no controle do sobrepeso e de desordens
metabolicas relacionadas, novos estudos sdo necessarios com o intuito de elucidar os
mecanismos pelos quais a ingestdo de leite esterilizado e/ou a linhagem HNO019 podem modular

de maneira positiva o metabolismo de individuos com sobrepeso.
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Abstract

Bifidobacrerium lactiz HN019% was monitored for its viability and acid production during milk
fermentation and cold storage. Milk was fermented for 72 b at 37°C, and the shelf life of the
resulting probiotic milk was evaluated at 4°C for 30 4 Addidonally, lactic and acetic acids and
lactose contents during the fermentation were measured by i ity quantitative proton moclear
magnetic resonance spectroscopy (isq 'H NME), and the sensorial acceptance of the fermented
milk was evaloated by &0 panellists. The pH of the milk fermented by B. lacriz HE019 reduced
from §.36 to 3.97 after 72 h incubation. The viability of the evaluated strain was maintained
above 921 up to a decrease to 85 log CFU/mL after 48 h fermentation. With respect to
metabolism, isq "H WME. revealed that the acetic and lactic acid contents increased from 0.47
=006 gL to 16.345= 1.86 gL and 2.59 = 0.10 gL to 9.40= 0.18 g'L, respectively, indicating
high production of acetic acid by HN019 during the 72 h fermentation. Om the other hand
lactose content decreased throughout the fermentation period. In fact, strain HNO019 showed a
high content of acetate throughout fermentation; however, exhibited the stability required in
fermented milks with hizh viable cell connts and low activity of post-acidification during the
shelf life. In sensory evaluation, the pansllists preferred the probictic milk fermented for & b
because after 72 h the acetic favour was already perceptible.

I All Bights Feserved

Introduction

msufficient aroma (Sreeja and Prajapati, 2013).
Bifidobacterium 15 not mcluded m the traditional

Fermented milks contsming probiotics have
been extensively explored. Of these damry products,
products obtainedusing Bifido strains are an important
category worldwide. In fact, Bifidobacterium is one of
the most mportant groups of probiotic cultures used
in fermented milk production owing to their well-
documented health-promoting properties in himan
host (Urita ef al, 2013; Meng ef al., 2016). However,
the production of fermented milk using bifidobactena
15 a great challenge in the dairy industry becanse milk
15 not a swtable matnx for the growth of this gems
as they lack essential proteclytic activity (Prasanna
ef al, 2014). Thus, a longer fermentation time is
required thereby resulting in some defects, such as
sandy or slimy texture, yeasty or vinegary taste, or

*Comesponding amthor.

lactic acid bactena (LAB) group due to its genetic
and physiclogical unrelatedness. Howewer, for
practical and tradifional reasoms, it is comsidersd
as belenging to the LAB order (Fussel of al,
2011). Moreover, hifidobactenia differ from other
colonic gepera with respect fo the mechanism
employed to ferment carbohydrates (Maye af al,
2010). Bifidobacteria metabolise hexoses using the
“bifidus pathway™, whose key enzyme is fructose-
6-phosphate phosphoketolase (FGFPE), which leads
to a theoretical molar ratio of acetate to lactate of
3:2 (Scardovi e al, 1971). Furthermore. 1t has been
suggested that the proportion of the final fermentation
products vanes considerably from one strain to
another, and is dependent on the carbon source used
and the growth phase (Oliveira ef al, 2009).
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.183.534

Apresentacdo do Projeto:

A literatura cientifica relata muitos estudos tratando do beneficio de microrganismos probiéticos sobre os
organismos humano e animal. Dentre os varios efeitos atribuidos aos probidticos, a capacidade de prevenir
efou tratar algumas disbioses tém sido relacionados a capacidade destes em modular a microbiota intestinal
efou a fisiologia do hospedeiro em razé&o da alteragdo de metabdlitos chave, ditos marcadores bioquimicos.
Nestes estudos, a associagdo dos efeitos positivos a4 salde sdo cada vez mais atrelados a linhagens
especificas. Deste modo, este projeto tem como objetivo avaliar os efeitos do probiético Bifidobacterium
lactis HNO19 em 80 voluntarios adultos portadores de sobrepeso. O ensaio clinico foi delineado como duplo
cego randomizado, no qual 40 individuos seréo alocados no grupo tratado e 40 no grupo placebo. O grupo
tratado recebera diariamente um leite probidtico contendo B. lactis HNO19 durante 60 dias, enquanto que o
grupo placebo recebera um leite esterilizado durante igual periodo. Serédo coletadas amostras sanguineas e
fecais no tempo zero e aos sessenta dias de tratamento. Os efeitos do probiético serdao avaliados através do
perfil lipidico e glicémico por dosagem de colesterol total e fragdes, triacilglicerideos -glutamiltransferase,
alanino aminotransferase, aspartato aminotransferase, glicose e insulina, ferritina e hemoglobina. Os efeitos
no sistema imunomodulador, sera avaliado por dosagem das citocinas IL-1, IL-6, interferon (IFN-) e fator de
necrose tumoral (TNF-alfa). O
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pré - hormonio Glucagon Like peptideo-1, o peptideo YY também seréo avaliados. Ja o perfil de metabdlitos
sera avaliado por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN H1) nos mesmos periodos
propostos. Os dados obtidos serdo avaliados utilizando o teste Wilcoxon para verificar mudancgas na linha de
base (mudangas intra-grupos) e o teste de Dunn (post-hoc) para observar as diferengas entre os
tratamentos (p<0,05).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar os efeitos da ingestdo de um leite probiético contendo Bifidobacterium lactis
HNO19 durante um periodo de 60 dias, sobre o metabolismo

lipidico, glicidico, sistema imunomodulador, bem como avaliar o perfil metabdlico de um grupo de adultos
com sobrepeso. Objetivo Secundario: Investigar a capacidade da linhagem B. lactis HNO19 em melhorar o
perfil lipidico e glicémico além do sistema imunomodulador de humanos; Analisar os principais metabdlitos
no plasma sanguineo efou amostras fecais dos voluntarios que ingeriram o leite probiético e leite esterilizado
por meio da Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear;Avaliar as alteragdes metabdlicas
associando-as quando pertinente, aos efeitos benéficos do probiético B. lactis HNO19.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os voluntarios, participantes da pesquisa poderdo apresentar alergia as proteinas do leite, intolerancia a
lactose, e por consequéncia, apresentarem: erupgdes de pele, flatuléncia, cdlica, diarreia e/ou enjoo. Os
voluntarios serdo instruidos a contactar a equipe de pesquisadores a qualquer momento, caso apresente
quaisquer dos sintomas previstos e lhe serd recomendado a suspensao da ingestéo do leite probidtico ou
leite

esterilizado, bem como observagéo do seu quadro clinico. Os sintomas descritos costumam cessar com a
interrupgdo do consumo do produto. No entanto, caso estes persistam, o voluntario sera instruido a procurar
atendimento médico a fim de investigar a causa dos sintomas apresentados. Beneficios: O desenvolvimento
deste projeto poderé contribuir para continuidade do estudo de verificacdo dos efeitos clinicos de
Bifidobacterium lactis HNO19 na populacéo alvo, uma vez que um estudo anterior deste mesmo grupo de
pesquisas observou efeitos positivos em individuos obesos portadores de sindrome metabdlica. Espera-se
que o produto probiético ingerido altere o perfil lipidico/glicidico bem como de alguns metabdlitos do sistema
imunomodulador dos participantes, estas alteracdes podem ocasionar efeitos benéficos a sua
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salde. Além disso, pode contribuir com o desenvolvimento de um produto probiético voltado ao publico que
tenha restrigdo ao consumo de agucares convencionais. Adicionalmente, o projeto envolve discentes de
programas de mestrado e doutorado contribuindo assim para a formagéo de recursos humanos qualificados.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Sem comentarios ou consideragdes.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatdria:

Os documentos de apresentagédo obrigatéria "Folha de rosto", "Cronograma”, "Autorizagéo da Autarquia
Municipal de Apucarana”, Informag¢des Basicas do Projeto" e TCLEs foram postados e atendem as
exigéncias da resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude.Todas as recomendagdes de pareceres
anteriores foram atendidas pela pesquisadora.

Recomendacdes:

Sem recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto aprovado.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O projeto atende a Resolugdo CNS n° 466/12 efou 510/2016 do Conselho Nacional de Saude. Deveréo ser
apresentados relatérios parciais e/ou final a cada 12 meses a partir da data de aprovagéo do projeto. Caso
os relatérios ndo sejam apresentados, o CEP podera suspender temporariamente novas analises de outros
projetos de pesquisa do mesmo pesquisador. Qualquer alterag@o deve ser informada ao CEP como
EMENDA ao projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10/07/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 776411.pdf 14:25.08
Projeto Detalhado / | ProjetoEfeitoHNO19CEPE pdf 10/07/2017 |Giselle Aparecida Aceito
Brochura 12:16:55 |Nobre Costa
Investigador
Qutros TECLEProjetoHNO19Sensorial.pdf 10/07/2017 |Giselle Aparecida Aceito

12:15:33 | Nobre Costa
TCLE / Termos de | TECLEProjetoHNO19invivo.pdf 10/07/2017 |Giselle Aparecida Aceito
Assentimento / 12:14:42 | Nobre Costa

Endereco: Rua Marselha, 591

Bairro: Jardim Piza CEP: 86.041-140
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-9849 E-mail: cep@unopar.br

Pagina 03 de 04

140



141

L 4
u UNIVERSIDADE NORTE DO - oggipicbofiorme
Continuagdo do Parecer. 2.183.534
Justificativa de TECLEProjetoHNO19invivo pdf 10/07/2017 |Giselle Aparecida Aceito
Auséncia 12:14:42 | Nobre Costa
Qutros AutorizSecSaude . pdf 02/06/2017 |Giselle Aparecida Aceito
11:39:10 | Nobre Costa
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 24/04/2017 |Giselle Aparecida Aceito
15:52:43 | Nobre Costa
Qutros PrestServicosCETEL .pdf 02/04/2017 |Giselle Aparecida Aceito
00:53:49 | Nobre Costa
Outros FichaAnaliseSensorial.pdf 02/04/2017 |Giselle Aparecida Aceito
00:50:15 | Nobre Costa

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

LONDRINA, 25 de Julho de 2017

Assinado por:
Audrey de Souza Marquez
(Coordenador)
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